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L’affinité de certains virus pour les cellules néoplasiques 
était a prévoir, dés Vinstant ot Levaditi et Nicolau (4) ont 
montré que le newrovaccin s’attaque, de préférence, aux élé- 
ments épithéliaux de la peau en voie de division mitotique. 
La caryocinése fait point d’appel, d’ot une analogie, encore 
insoupconnée, entre le mode d’action des ultravirus, d’une 
part, des rayons X, ou des radiations du radium, d’autre part. 
En fait, soit avec Nicolau (2), soit avec Constantinesco (3) et 
Arager (4), Levaditi a montré que le neurovaccin, de méme 
que le virus syphilitique, se développe au contact des cel- 
lules néoplasiques greffées 4 des animaux réceptils (Souris et 
rats). Ces cellules empruntent, d’ailleurs, 4 l’organisme-hdote, 
létat réfractaire que celui-ci acquiert 4 un moment donné (5). 

En est-il de méme du virus rabique? Afin d’élucider ce pro- 
bléme, nous nous sommes adressés 4 la tumeur épithéliale 


(1) Ces Annales, 37, 1923, p. 1. 

(2) .C..R. Acad. des Sciences, 173, 1921, p. 870; Ces Annales, 37, 
1923, p. 443. 

(3) C. R. Acad. des Sciences, 494, 1932, p. 662 et 1275 ; C. R. Soc. de 
Biol., 442, 1933, p. 286. 

(4) C. R. Soc. de Biol., 417, 1934, p. 770. 

(5) Tout récemment encore, Levaprri et Haser (C. R. Acad. des Scien- 
ces, 1936, 202, p. 2018) ont révélé l’affinité du virus de la peste aviaire 
pour les tumeurs épithéliales de la souris. 
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dite de Pearce, et & un virus rabique des rues (souche Buca- 
rest II), particulitrement apte & engendrer des corps de Negri 
dans les neurones et les cellules épithéliales de la cornée chez 
le lapin [Levaditi et Schoen (6)|. Nous avons pratiqué des 
ereffes néoplasiques dans la chambre antérieure de |ceil et 
dans les testicules de lapins, auxquels nous conférions la rage 
par inoculation de virus dans le cerveau ou dans la cornée de 
loceil opposé. Alors que animal contracte la rage et que le 
néoplasme se développe, on apprécie la virulence de la 
tumeur par inoculation a des animaux réceptifs (lapins et 
souris), et l'on s’en sert pour pratiquer une nouvelle grette, 
soit dans l’oeil, soit dans l’encéphale d’un lapin neuf. Or, 
quelles que soient les conditions expérimentales, on constate 
que le virus rabique cultive dans la greffe tumorale oculaire, 
et quil y persiste pendant plusieurs passages consécutils, 
le néoplasme devenant ainsi apte a conférer Ja rage. Kn 
outre, et surtout a partir du premier passage, des corps de 
Negri absolument typiques, et parfois volumineux, font leur 
apparition dans les cellules néoplasiques, méme si celles-ci 
sont en voie de milose. La négrigenése éclot, simultanément, 
dans les épithéliums cornéens des deux yeux. 

La voie suivie par le virus rabique est la suivante : parti 
de la cornée inoculée de rage, il atteint |’encéphale, en che- 
minant le long des connexions nerveuses cornéennes (neu- 
roprobasie centripéele), s’y développe et atteint la cornée 
opposée par le méme chemin, qu'il parcourt en sens inverse. 
Arrivé de la sorte au contact de la tumeur, il la contamine et 
y engendre, au cours des greffes successives, des corps de 
Negri. Au surplus, de tels corps peuvent étre décelés dans les 
erelfes néoplasiques intracérébrales. 

Ces constatations préliminaires ont fait objet d’une note 
présentée a l’Académie des Sciences, le 24 février 1936, 
laquelle se terminait par les conclusions suivantes : 

« Le virus rabique des rues offre une affinité élective pour 
les cellules néoplasiques du carcinome de Pearce. Il s’y déve- 
loppe et y engendre des corps de Negri. La négrigenése n'est 


(6) Ces Annales, Supplément (numéro commémoratif sur la Rage), 
25 octobre 1935, p. 69. 
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done pas Vapanage exclusif des neurones et des épithéliums 
cornéens. Des éléments néoformatifs partagent avec ceux-ci lu 
Jaculté de permettre 1’ éclosion de la phase visible du cycle évo- 
lutif du virus rabique des rues. » 

Nous avons continué ces recherches, non seulement avec le 
virus rabique des rues, mais encore avec deux souches de virus 
fixe. Les résultats enregistrés ont confirmé ceux exposés som- 
mairement dans la note sus-mentionnée ; nous en donnons les 
détails dans le présent mémoire. 


]. — NEoOPLASME GREFFE DANS LA CHAMBRE ANTERIEURE DE L’OEIL. 


Cing séries d’expériences ont été effectuées ; nous ne rela- 
terons ici que les résultats de la deuxiéme de ces séries, les 
autres étant plus ou moins calquées sur celle-ci : 


Série HW. — Le lapin 735 D est inoculé de rage (souche des rues, 
Bucarest II), dans la cornée gauche (scarification), et greffé, au méme 
moment, dans la chambre antérieure de l’ceil opposé, avec un fragment 
de la tumeur Pearce. Le néoplasme se développe progressivement, ce 
dont on peut s’assurer par l’examen journalier de la chambre anté- 
rieure droite. L’animal est sacrifié, rabique, le treizieéme jour. L’examen 
microscopique révéle des lésions de rage et des corps de Negri dans 
lVencéphale, et aussi des corpuscules oxyphiles dans les épthéliums des 
deux cornées. L’inoculation du cerveau et de la cornée de 1l’ceil droit 
(celle qui est en contact avec la tumeur), effectuée a des souris, fournit 
des résultats nettement positifs. Présence de corps de Negri dans 
quelques cellules néoplasiques, s’étant développées dans le tissu cor- 
néen ; absence de tels corps dans la tumeur éclose dans la chambre 
antérieure. 


1° PassaGe ocuLAIRE. — La tumeur du lapin 735 D est inoculée dans 
la chambre antérieure des lapins 805 D, 806 D et 807 D. Tous font un 
néoplasme local et succombent de rage le onzieme jour. Constatations 
identiques aux précédentes. La tumeur du lapin 807 D, ainsi que 
Vencéphale se révélent virulentes pour la souris. 

1 passage cérébral. — L’épithélioma du lapin 735 D est inoculé, 
par voie intracérébrale, au lapin 803 D. Celui-ci succombe de rage le 
neuvieme jour. Altérations rabiques du cerveau et développement d’une 
tumeur cérébrale située dans le ventricule latéral. Présence de corps 
de Negri dans les cellules néoplasiques et dans les neurones de la 
corne d’Ammon. Virulence de la tumeur oculaire pour la souris. 

2° passage. — Deux seconds passages sont effectués ; ils fournissent 
tous deux des résultats identiques. En voici un exemple : |’épithélioma 
oculaire du lapin 805 D (premier passage) est greffé dans la chambre 
antérieure droite du lapin 801 D. Celui-ci est sacrifié, rabique, le 
onzieme jour. Constatations identiques aux précédentes. 
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Des passages semblables sont successivement réalisés sur les lapins 
CVG ID WMI, IGS) Is, O18) Be 287, 5 454’ et 487 E. Ces antmaux sont 


morts de rage, ou ont é6té sacrifiés rabiques, respectivement les douzieme, 


neuvieme, douziéme, treiziéme, douziéme, treizitme et onzieme jours. 


Fic. 1. — Présence de corps de Negri dans les épithéliums cornéens. ,Une 
cellule en yoie de mitose contient un corps de Negri (lapin 757E et 919 D). 
Mann. Gross. : 800/1. 


Chez tous, excepté chez le dernier, la tumeur oculaire montrait des 
corps de Negri dans les cellules épithéliomateuses ; chez tous, égale- 
ment, le cerveau était le siége d’altérations rabiques typiques et conte- 
nait, dans les neurones de la corne d’Ammon, des corpuscules oxyphiles 
typiques, plus ou moins déyeloppés. 
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Ainsi, la rage a pu étre conférée neuf fois successivement, 
par simple greffe de tumeur de Pearce dans la chambre anté- 


rieure de l’ceil. Ces transmissions ont été interrompues volon- 
tairement. 


EXAMEN HISTOLOGIQUE DE L’or1L. — La cornée est épaissie et, 
parfois, perforée par la tumeur, alors que celle-ci a pris un 
développement par trop exagéré. Cet épaississement est da 


Tic. 2. — Lapin 806D. Vue d’ensemble du développement de la tumeur 
dans la chambre antérieure de lil. Mann. Gross. : 5/1. 


\ 


i un cedéme du tissu cornéen ; ce tissu est, souvent, infiltré 
par des polynucléaires, surtout au niveau du limbe. Dans cer- 
tains cas, le néoplasme apparait sous forme de petits foyers 
intra-cornéens, emprisonnés entre les lames de la cornée elle- 
méme. Les épithéliums cornéens n’offrent pas d’altérations 
bien manifestes, excepté, ca et 14, une hypertrophie cytoplas- 
mique et un état vacuolaire des noyaux (fig. 4). 


La Tumeur. — Celle-ci s’appuie, d’une part, sur l’iris et le 
processus ciliaire, et, d’autre part, sur la membrane de Desce- 
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met (fig. 2). Elle entre ainsi en contact intime avec la face pos- 
térieure de la cornée. Fréquemment, une exsudation séro-fi- 
brineuse et hémorragique s’infiltre dans l’espace libre qui, en 
certains endroits, sépare le néoplasme dela membrane de Des- 
cemet ; cette exsudation peut d’ailleurs contenir des éléments 
tumoraux isolés. Ce qui est impressionnant, par dessus tort, 
c'est la présence de corps de Negri typiques dans les épithé- 
liums néoplasiques. Ces corps, de volume variable, pouvant 


ad 


atteindre 7 & 8&8 pw, sont situés dans le cytoplasme, plus ou 


Fic. 3. — Lapin 807D. Tumeur oculaire rabique (chambre antérieure ceil). 
Premier passage. Corps de Negri dans les cellules néoplasiques. Mann. 
Gross. : 800/1. 


moins prés du noyau et se colorent en rouge vif, ou en violet 
plus pale, par la méthode Mann (fig. 38, 4 et 5). Ils sont d’au- 
fant plus abondants que l'on se rapproche de la cornée. Géné- 
ralement, on ne les découvre guére dans les cellules tumorales 
qui se sont développées au contact méme de Viris, ou du pro- 
cessus ciliaire, fait important du point de vue du mécanisme 
qui préside a leur genése. Chez certains d’entre eux, notam- 
ment les plus volumineux, la méthode de Giemsa prolongée 
permet de déceler une structure interne (granulations oxy- 
philes incluses dans une masse homogéne encapsulée); sou- 
vent, ils sont entourés d’un halo clair. A remarquer, égale- 
ment, que les cellules néoplasiques sont disposées radiaire- 
ment autour de vaisseaux qui assurent Ja nutrition de la 
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tumeur, et que les épithéliums les plus riches en corps de 
Negri sont, précisément, ceux qui se rattachent le plus inti- 
mement a la paroi de ces vaisseaux (fig. 6). 


Enfin, ainsi que nous l’avons dit précédemment, la multi- 


Fic. 4. — 1, lapin 735D. Métastase cornéenne. Primo-inoculation. Corps de 
Negri dans les cellules néoplasiques; 2, 3 et 4, négrigenése dans les tumeurs 
oculaires de différents passages. Mann. Gross. : 800/1. 


plication caryocinélique des éléments néoplasiques n'est pas 
incompatible avec le développement des corps de Negri dans 
le cytoplasma cellulaire. Us nous a été donné, en effet, de 
déceler fréquemment des corps oxyphiles, absolument. typi- 
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ques, dans de telles cellules en yoie de mitose, sans que 


celles-ci_ paraissent en soutlrir manifestement (fig. 6). 


EXAMEN HISTOLOGIQUE DU CERVEAU. — Nous avons constaté, 
soit chez le lapin, soit, exceptionnellement, chez la souris, le 


Fic. 5. — 1, lapin 88/D. Tumeur oculaire rabique du deuxiéme passage. Corps 
de Negri dans les cellules néoplasiques; 2, lapin 882D. Idem; 3, lapin 946D. 
Tumeur oculaire rabique du troisiéme passage. Corps de Negri dans les cellules 


néoplasiques; 4, lapin 127 E. Tumeur oculaire rabique du qualriéme passage. 
Mann. Gross. : 750/1. 


développement de greffons néoplasiques dans Jlencéphale, 
apres inoculation transcranienne de tumeurs rabigénes. La 
greffe se situe, généralement, dans les ventricules latéraux, 
ou encore dans le quatriéme ventricule, tout contre la paroi, 
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en contact intime avec les cellules épendymaires. Elle exerce 
une compression nette sur les tissus environnants et n’atteint 
jamais le volume de la greffe similaire oculaire. Or, ici éga- 
lement, il est trés facile de constater l’éclosion de corps de 
Negri dans les cellules tumorales chez le lapin (fig. 7). 

Les autres séries de passages ont fourni des résultats sem- 
blables, en tous points, aux précédents, sauf que le nombre 
des transmissions en série a été manifestement plus réduil 


oe : d - 
Fic. 6. — Lapin 660D. 1, néoplasme oculaire. Métastase cornéenne. Corps de 


Negri; 2, Idem. Corps de Negri dans une cellule néoplasique en voie de mitose, 
3, Corps de Negri dans |’épithélium cornéen. Mann. Gross. : 950/1. 


(2, 1 et 7). Nous avons eu l’impression qu’au fur et @ mesure 
de ces passages successifs, le potentiel prolifératif de la tumeur 
rabique oculaire allait en décroissant, ce qui provoquait un 
arrét des inoculations en série. Ceci peut ¢étre attribué 
4 deux facteurs : ou bien a Vobligation ot l’on se trouve 
d’effectuer ces inoculations d’une maniére par trop rappro- 
chée, en raison méme de la mort précoce de l’animal rabique, 
ce qui n’est pas sans diminuer progressivement le volume du 
creffon, utilisable ; ou bien cet épursement est di a la conta- 
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mination rabique des éléments néoplasiques. Les faits obser- 
vés par Levaditi et Nicolau (loc. cit.), concernant la vaccine, 
dans ses rapports avee les néoplasmes, nous incitent a incliner 
vers cette seconde hypothése. Et cela d’autant plus que, lors 


Fic. 7. — 1, Lapin 805 D. Greffe intracérébrale de tumeur oculaire rabique. Corps 
de Negri dans les cellules néoplasiques du greffon nevraxique; 2, Lapin 886D. 


Tumeur oculaire du deuxiéme passage gretfée dans le cerveau. Corps de Negr 
dans les cellules néoplasiques; 3, lapin 887D Idem; 4, Souris 996. Inoculée 
avec une tumeur rabique de deuxiéme passage. Corps de Negri dans les neu- 
rones de la corne d Ammon. Mann et méthode de P. Lépine. Gross. : 750/1. 


de nos essais de transmission, par voie oculaire, de la tumeur 


de Pearce non rabique, un tel arrét spontané n’a pas été 
observé. En voici un exemple : 


. 
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EXPERIENCE. — 17 passages ont été effectués d’cil A cil (chambre 
antérieure), les prélévements ayant été opérés au rythme suivant 

Direct : quatorze, quatorze, treize, neuf, dix, huit, douze, neuf 
douze, douze, onze, dix, quinze, dix, onze, dix et vingt jours. ; 

(Or, a la suite de chaque nouvelle inoculation, l’épithélioma s’est 
développé comme d’habitude, envahissant toute la chambre antérieure 
et empiétant, parfois, sur la membrane cornéenne. Aucun épuisement 
du potentiel prolifératif du carcinome n’a été relevé. 


Fic. 8. — 1, Lapin 861/D. Corps de Negri dans les cellules épithéliales de la 
cornée; 2 et 3, infection de la tumeur, par mélange in vitro. Métastases cor- 
néennes. Présence de corps de Negri. Mann. Gross. : 750/41. 


Il est intéressant de constater, par ailleurs, que l’humeur 
aqueuse ou baigne la tumeur oculaire, peut contenir le virus 
rabique. L’expérience que voici le prouve amplement : 


Expirrence. — Lapin 476 D, inoculé par voie cérébrale, rabique 
le douziéme jour. L’humeur aqueuse est injectée, par voie transcra- 
nienne, aux souris 904 et 905. La premiere de ces souris succombe de 
rage, controlée histologiquement, le seizi¢me jour. 


* 
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Lapin 846 D, inoculé par voie transcranienne, rabique le dixiéme 
jour. L’humeur aqueuse est inoculée aux souris 9538, 954 et 955 ; la 
premiére de ces souris meurt de rage le septiéme jour [contréle histo- 
logique positif] (7). 


Il. — GREFFE OCULAIRE DE NEOPLASMES PREALABLEMENT 
IMPREGNES DE VIRUS RABIQUE in vitro. 


Ce qui précéde nous a montré que l’épithélioma de Pearce se 
contamine de rage et élabore des corps de Negri, lorsqu’il se 
développe dans la chambre antérieure de lapins, rendus rabi- 
ques par inoculation de virus dans le cerveau, ou dans la cor- 
née, et, qu’da partir de 1a, il devient apte a conférer la rage, 
chaque fois qu’on le transfére dans la méme chambre anté- 
rieure d’un animal neuf. La contamination s’effectue ici a 
vivo. Obtient-on des résultats analogues si l'on a soin d’im- 
prégner, au préalable, la tumeur de virus rabique im vitro ? 


3 

Expéripnce. — Des fragments de néoplasme s’étant développé dans 
le parenchyme testiculaire, sont plongés dans une émulsion clarifiée 
de virus rabique, souche Bucarest II. Greffe immédiate dans la chambre 
antérieure des lapins 919 D et 920 D. Le premier meurt de rage le 
quinziéme jour et présente un volumineux néoplasme_ oculaire, 
dépourvu de corps de Negri, lesquels sont, toutefois, présents dans les 
épithéliums des deux cornées. La tumeur se révéle rabique pour la 
souris. Le second (920 D) se comporte comme le premier. I] est sacrifié 
rabique le dixi¢me jour ; négrigénése dans une métastase cornéenne 
ef virulence tumorale ; deux passages oculaires consécutifs, positifs a 
tous points de vue. 


Ainsi, celle expérience montre que la contamination rabique 
de l’épithélioma de Pearce peut s’effectuer in vivo, aussi bien 
quin vitro, la pullulation du virus dans le néoplasme et la 
négrigenese intra-tumorale se faisant d'une maniére absolu- 
ment identique, dans un cas comme dans l’autre. 

Or, le résultat est le méme si, apres contact avec le virus 
rabique des rues in vitro, on a soin de laver les fragments néo- 
plasiques, avant de les greffer dans la chambre antérieure 


Exprrience. — Epithélioma de Pearce cultivé dans la chambre anté- 
rieure du lapin 264 E. Des fragments sont immergés dans une 


(7) Il en est de méme de la virulence de Viris. 
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a 


émulsion névraxique virulente (Buc. II), et laissés en contact avec 
le virus pendant deux heures a la température du laboratoire. Centri- 


> 


fugation 4 3.000 t. m. et double lavage A l’eau salée isotonique. Le 
lapin 421 E est greffé, dans la chambre antérieure, avec des particules 
de néoplasme simplement centrifugé ; le lapin 422 E recoit le greffon 
apres centrifugation et lavage : ils deviennent tous deux rabiques le 
seiziéme jour (confirmation histologique et virulence du cerveau), et 
sont porteurs de tumeurs oculaires hautement rabigénes pour la souris, 
quoique dépourvues de corps de Negri (8). 


D’ailleurs, un néoplasme déja contaminé de rage in vivo, par 
suite de son développement dans la chambre antérieure d’un 
lapin rabique lui-méme, continue a Vélre, aprés lavage préala- 
ble et centrifugations réilérées, témoin Vexpérience que voici : 


ExpErieNces. — Tumeur oculaire rabique et négrigéne provenant du 
lapin 622 E. Des fragments sont immergés dans 6 cent. cubes d’eau 
salée isotonique, puis centrifugés. Deuxiéme lavage identique au pré- 
cédent. Résultat : les liquides de lavage sont virulents pour la souris, 
et la tumeur lavée, puis greffée dans la chambre antérieure du 
lapin 694 EH, lui confére la rage le quatorzi¢me jour et se développe 
dans cette chambre, ot elle apparait assez fortement négrigéne. Corps 
de Negri dans les épithéliums des deux cornées. 


Ainsi, quelles que sovent les conditions ot l'on se pluce, le 
virus rabique des rues révéle constamment une affinaté élective 
pour les éléments néoplasiques de la twmeur de Pearce. Une 
jois fixé, soit in vitro, sovt dans l’organisme vivant, sur ces 
éléments, il ne les quilte plus et y pullule, non sans engendrer 
des corps de Negri intra-cytoplasmiques absolument typiques. 


Il]. — GRrEFFES DE NEOPLASMES RABIQUES EFFECTUEES AILLEURS 
QUE DANS LA CHAMBRE ANTERIEURE DE L ’OKIL. 


S’il est exact qu’une tumeur contaminée de rage continue A 
étre virulente et négrigéne, lors de son implantation dans la 
chambre antérieure de l'oeil, en est-il de méme si une telle 
tumeur est grefiée ailleurs, par exemple dans le testicule, la 
peau, ou le nerf sciatique ? Examinons ce probleme. 


(8) Nous verrons, par la suite, que la primo-inoculation de la tumeur 
ne s’accompagne pas de négrigénése néoplasique. 
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a) Testr1cuLE. — Nous avons, & plusieurs reprises, inoculé 
dans le testicule de lapins neuls, des greflons de tumeur Pearce 
de provenance oculaire et contaminés de rage. Cette inocula- 
tion a parfois (Lap. 413 E et 415 E) conféré la rage 4 l’animal 
erelfé, peu importe si le néoplasme s'est développé ou non dans 
le parenchyme testiculaire (9). Or, dans les rares cas ot le 
néoplasme a réussi & pulluler dans ce parenchyme, il s’est 
révélé avirulent et dépourvu de corps de Negri. Le méme néo- 
plasme, greffé dans la chambre antérieure, a évolué comme 
@habitude (v. précédemment). 


b) Peau. -— Des carcinomes rabiques et négrigénes, d’ori- 
gine oculaire, ont été grelfés, par voie intra-cutanée, aux lapins 
286 E, 449 E et 736. Le développement local du greffon n'est 
devenu manifeste que chez Je dernier de ces animaux. Or, 
constamment, la greffe a conféré la rage (incubation de dix a 
onze jours) ce qui était a prévoir, mais la tumeur ‘intradermi- 
que s'est révélée ingreflable sous la peau, greflable dans la 
chambre antérieure, non virulente et totalement anégrigéne. 
Méme résultat lorsque linoculation intra-cutanée était elfec- 
tuée avec des fragments néoplasiques imbibés in vitro de 
virus rabique. 


c) Nerr sciatioue. — L’inoculation d’un carcinome de 
Pearce, rabique et riche en corps de Negri, dans le nerf scia- 
tique des lapins 453 E et 467 E, leur a conféré la rage (incuba- 
tion de dix et douze jours), mais il n’y eut aucune poussée 
tumorale locale. 


Conciusions. — Il résulte de lV’ensemble de ces constata- 
tions que pour quil y ait contamination rabique de la tumeur 
de Pearce el négrigéitése néoplasique conséculive, il semble 
indispensable que le néoplasme se développe dans le cerveau, 
ou dans la chambre antérieure de Uceil (AB). C'est la, et, la seu- 


(9) On sait que la greffe intra-testiculaire de la tumeur de Pearce ne 
fournit pas toujours des résultats positifs. 

(10) Le résultat est également négatif, si la greffe tumorale est prati- 
quée dans Ja chambre postérieure de l'oeil du lapin. 
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lement, que le milieu réalise les conditions oplima exigées 
par celle contamination, et par la genése de la phase visible 
du cycle évolutif du germe. Nous en exposerons les raisons 
ultérieurement. 


IV. — LE virus RABIQUE, INOCULK DANS LE CERVEAU, 

SE LOCALISE-T-IL DANS DES CARCINOMES DE PEARCE s’ETANT 
DEVELOPPES AILLEURS QUE DANS LA CHAMBRE ANTERIEURE DE L’ OgIL” 
Y A-T-IL DISPERSION DE CE VIRUS DANS LES METASTASES 
TUMORALES ? 


Nous avons vu, dans ce qui précéde, que la contamination 
rabique de la tumeur de Pearce et la négrigénése intra-tumorale 
consécutive, s’obtiennent lorsqu’on inocule le virus de la 
rage des rues dans la cornée, ou dans le cerveau. Le méme 
phénoméne apparait-il lorsque le néoplasme est localisé ail- 
leurs que dans l’ceil, la rage étant provoquée par inoculation 
iranscranienne ? Nous nous sommes adressé, pour cela a des 
lapins porteurs de carcinomes cutanés, testiculaires, rénaux, 
hépatiques ou conjonctivaux. 


a) Néoplasme cutané. — Le lapin 498 E, porteur d’une tumeur de la 
peau obtenue par greffe, est inoculé de rage par voie intra-cérébrale 
Ii est sacrifié rabique, le neuviéme jour. Sa tumeur est inoculée dans 
le cerveau de la souris 355, qui meurt de rage le huiti¢me jour ; dans 
la chambre antérieure de l’ceil du lapin 722 E, ot: elle se développe, en 
conférant la rage a ce lapin ; enfin, dans la peau du lapin 723 E. Chez 
ce dernier, un carcinome typique apparail au point d’insertion, mais 
ni la tumeur, ni l’animal ne deviennent rabigénes, ou rabiques. 
Ajoutons que 1’épithélioma cutané du premier fapin 498 FE était 
dépourvu de corps de Negri. 


Une seconde expérience ayant fourni un résultat identique au 
précédent (lapin 653 E), il y a lieu de conclure que le virus rabt- 
que des rues, inoculé, par voie intracérébrale, a des lapins 
porteurs de tumeurs de Pearce @ siege culané, contamine ces 
tumeurs, mais ne déclenche pas Véclosion de corps de Negri 
dans les épithéliums néoplasiques. 


b) Métastases testiculaires, pulmonaires, rénales, hépatiques, conjone- 
livales. 
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TUMEUR TESTICULAIRE, — Inoculation de rage dans le cerveau. 

Eapérience I. — Lapin 265 D. Absence de virus et de corps de Negri 
dans le cancer du parenchyme testiculaire. 

Expérience If. — Lapin 266 D. Méme résultat. 


Expérience III. — Lapin 597 D. La tumeur testiculaire est inoculée 
aux souris 808 et 809. La premiére contracte la rage le dixiéme jour. 
Expérience IV. — Lapin 721 D, résultat totalement négatif. 


Il en résulte qu’une seule fois sur quatre essais, le virus rabi- 
que, inoculé directement dans le cerveau, est venu se localiser 
dans le néoplasme testiculaire, sans y engendrer, d’ailleurs, des 
corps de Negrt. 


c) Parmi les autres métastases examinées de ce point de vue, seule 
une tumeur pulmonaire s’est révélée virulente, quoique non négrigéne. 


Nous en conclurons qu'une différence nelle apparail, si Von 
compare le carcinome de Pearce & siege oculaire, aw méme 
carcinome localisé ailleurs, soit parce que imoculé dans d’au- 
ives lissus (testicule, peau), soit éclos spontanément par vore 
métastasique. Alors que dans le premier cas, l’épithélioma 
devient constamment virulent et négrigéne, dans le second. sa 
virulence est exceptionnelle el sa négrigénése nulle. Seule lu 
peau semble se rapprocher plus du milieu oculaire, lequel ap- 
parait ainst comme seul capable de satisjaire, dans des condi- 
tions optima, les affinités néoplasiques du virus rabique. 


V. — VIRUS FIXE ET NEOPLASMES. 


Il nous a semblé particuliérement intéressant de reproduire 
les expériences précédentes, en nous adressant au virus fixe. 
Pouvait-on, de la sorte, révéler quelques différences dans le 
comportement des cellules néoplasiques 4 l’égard des deux 
variétés de germes rabigénes? Nous avons utilisé deux souches 


de virus fixe : la souche Pasteur et la souche Tunis. Voici les 
résultats enregistrés : 


a) Virus fixe Pasteur. — Les deux premiers essais ont montré que 
lépithélioma, greffé dans la chambre antérieure de l’ceil de lapins 
(890 D et 165 E) inoculés de rage par voie intra-cérébrale, s’est bien 
développée, mais sans devenir rabigéne, ni contenir des corps de Negri, 
méme apres greffe trans-duremérienne ultérieure. Les résultats ont été 
meilleurs dans le troisiéme essai, dont voici les détails : 
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ExpErrence. — Des fragments de carcinome Pearce sont imprégnés 
de virus rabique fixe, par contact in vitro pendant une heure. Ils sont 
greffés dans la chambre antérieure de l’cil des lapins 750 E et 751 E. 
Ceux-ci contractent la rage (contréle histologique et expérimental, ino- 
culation du névraxe a la souris), et la tumeur se développe, chez eux, 
normalement. Cette tumeur, inoculée, & son tour, dans la chambre 
antérieure de l’ceil (lapins 939 E, 942 E et 943 E), confére la rage (incu- 
bation de douze, douze et dix-sept jours) et augmente de volume. 
Greffée, par la méme voie, aux lapins 972 E, elle se comporte exacte- 
ment de la méme maniére, mais tout s’arréte ld. Il nous a été impos- 
sible de réaliser des passages réguliers, contrairement a ce qui a lieu 
lorsqu’on se sert du virus rabique des rues, souche Bucarest. 


b) Virus fixe Tunis. — On sait que cette souche de virus se 
révéle particuliérement négrigéne chez le lapin, et surtout chez 
la souris (41). Les résultats ont été moins satisfaisants que dans 
le troisiéme essai de l’expérience précédente. Le néoplasme, 
imprégné de virus et greffé dans la chambre antérieure de 1’ ceil 
du lapin 655 E, lui confére la rage (ncubation de neuf jours), 
se développe a souhait et se révéle, de son cé6té, virulent pour 
les lapins 744 E Gnoculation transcranienne, greffe positive) et 
746 E Gnoculation oculaire). Toutefois, la transmission en série 
s’arréte ici. Au surplus, en aucun cas il ne nous a été donné de 
déceler des corps de Negri dans les cellules néoplasiques. 

Aucun doute possible : les souches rabiques fixes se compor- 
lent différemment des souches rabiques de rues, en ce sens que 
le potentiel rabigéne des tumeurs s’éteint rapidement, a l’en- 
contre de ce quia lieu lorsqu’on se serl de ce virus rabique des 
rues. 


VI. — MECANISME PRESIDANT A L’AFFINITE DU VIRUS RABIQUE 
POUR LES CELLULES NEOPLASIQUES. 


Afin de préciser, autant qu’il nous sera possible, ce méca- 
nisme, nous considérerons les deux phases du processus : la 
phase initiale de la primo-inoculation, et la phase seconde des 
passages successifs. 

1° Phase initiale de la primo-inoculation (premiére greffe de 
tumeur « normale »). Lorsque nous greffons la tumeur de 


(11) Levapit1 et Scnorn : C. R. de la Soc. de biol., 419, 1935, p. 811. 
Annales de lVInstilut Pasteur, t. 58, n° 4, 1937. 25 
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lolalement neutre, du point de vue rabique. Mais, au fur et A 
mesure qu’elles se multpilient (et nous verrons ci-aprés de 
quelle maniére cette multiplication s’opére), la dispersion du 
virus de la rage suit son chemin habituel, chemin précisé par 
de nombreuses expériences concernant la neuroprobasie de ce 
virus. L’ultragerme poursuit sa marche centripéte vers les cen- 
tres nerveux, le long des connexions neurotiques, atteint le 
cerveau et le bulbe, y pullule, crée des altérations typiques et 
des corps de Negri dans les neurones électifs, en méme temps 
qu’en vertu de la neuroprobasie centrifuge, il se répand dans 


CONSTANTIN 


Fic. 9. — Evolution. Lapin 409E. Sixiéme jour. 
Corps de Negri dans deux cellules néoplasiques. Mann. Gross. : 800/1. 


ensemble du systéme nerveux, y compris celui de l’ceil. Tout 
cect a lieu lorsque l’infection rabique a, comme porte d’en- 
trée, la cornée. Si, au contraire, cette infection est réalisée 
par inoculation dans le cerveau, c'est la neuroprobasie cen- 
trifuge seule qui entre en ligne. Quoi qu'il en soit, le virus 
rabique réussit 4 pénétrer dans le pole antérieur de l’ceil, et, 
se localisant dans les terminaisons nerveuses et dans 1’épi- 
thélium cornéen (la présence de corps de Negri dans cet. épi- 
thélium, ainsi que son potentiel rabigéne le prouvent ample- 
ment), pénétrant, d’autre part, dans l’-humeur aqueuse (dont 
nous avons montré ci-dessus la virulence), il crée, de la sorte, 
dans la chambre antérieure, un milieu hautement rabigéne, 
la, précisément, ot la tumeur est en voie de multiplication 
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caryocinétique. Les éléments néoplasiques pullulent done 
dans une ambiance éminemmeant riche en ultravirus, et ne 
sauraient, par conséquent, se soustraire a la contamination 
qui les menace 4 chaque instant. Or, une telle imprégnation 


Me Ot SoC by ta FH 


Fic. 10. — Evolution. En haut : lapin 408K. Dixiéme jour. 
En bas : lapin 4J0E. Treiziéme jour. Mann. Gross. : 800/14. 


ne géne nullement, au début, leurs facultés prolifératives, au 
contraire. Le germe trouve dans la cellule néoplasique un 
milieu éminemment propice A son développement, méme si 
cette cellule est en voie de mitose. 

Il se crée, de la sorte, un véritable symbiose entre le virus 
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rabique des rues et les épithéliums tumorauz, symbiose en tous 
points semblable 4 celle que Levaditi et Schoen (loc. cit.) ont 
révélée entre le méme virus et les cellules épithéliales de la 
cornée, 

Or, fait frappant : dans la grande majorité des cas, lors de 
cette premiére greffe, le néoplasme oculaire ne montre pas de 
corps de Negri. Quelles peuvent étre les raisons de ce phéno- 
méne, en apparence paradoxal? Les voici : les corps de Negri 
représentent, dans notre esprit, une phase visible intracellu- 


Fic. 11. — Evolution du néoplasme. Lapin 414E. Qualriéme jour. 
Mann. Gross. : 60/4. 


laire du cycle évolutif du virus de la rage des rues, phase nette- 
ment tardive, et qui nécessite un certain temps pour se déve- 
lopper et devenir accessible & nos moyens d’investigation. Il 
en résulte que l’envahissement de la tumeur par le germe 
rabique, a la suite de l’inoculation de ce germe dans le cerveau, 
ou dans la cornée opposée, s’effectuant tardivement et lente- 
ment, le virus n’a pas le temps matériel d’accomplir 
son cycle évolutif complet, l’animal succombant de rage avant 
l'apparition de corps de Negri dans les 6pithéliums néoplast- 
ques. De 1a l’absence de tels corps, signalée ci-dessus, 

2° Phase seconde des passages ullérieurs. — Il n’en est pas de 
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méme lors des passages ultérieurs de la tumeur devenue rabi- 
que. Les épithéliums néoplasiques greffés sont déja contamines 
par le virus. Leur pullulation, lente au début, permet a Vultra- 
verme rabique d’accomplir en entier son cycle évolutif, avant 
la mort de l’animal. En fait, dés le sixiéme jour, done 5 a 6 
fois vingt-quatre heures avant que le lapin succombe de rage, 
les corps de Negri deviennent visibles dans certains éléments 
tumoraux, et leur nombre augmente progressivement par la 
suite (schéma I, fig. 9 et 10). C’est ce qui résulte de l’expé- 
rience que Voici 

Exprrience (vy. schéma I). — Un néoplasme oculaire rabigéne et 
dépourvu de corps de Negri (primo-inoculation), est greffé dans la 
chambre antérieure de l’ceil des lapins 407 E, 414 E, 409 KH, 411 E, 
412 E, 408 E, 417 E et 410 BE. Ces animaux sont sacrifiés les deuxi¢me, 
quatri¢éme, sixiéme, sepli¢me, huiti¢me, dixiéme (rage), douzieme 
(rage) et treiziéme jours (rage). L’examen histologique des tumeurs 
oculaires montrent que les corps de Negri apparaissent dés le sixiéme 
jour dans les cellules néoplasiques, donc avant Vapparition des phé- 
nomenes rabiques, pour augmenter en nombre et en volume par la 
suite. Les passages oculaires, effectués avec la tumeur du lapin 410 E, 


ont fourni des résultats comparables & ceux exposés dans les protocoles 
expérimentaux précédents. 


Nous avons vu que le nombre des cellules néoplasiques conte- 
nant des corps de Negri est d’autant plus considérable que Von 
se rapproche de la cornée, et qu’il en est de méme du volume 
des formations oxyphiles intra-cytoplasmiques. Le phénoméne 
s’explique, si l'on tient compte du mode de développement de 
Pépithélioma greffé dans la chambre antérieure. En effet, les 
premieres cellules tumorales inoculées s’appliquent sur iris 
et les proces ciliaires, ot elles trouvent, du fait méme de la 
richesse vasculaire, d’excellentes conditions pour  pulluler 
(fig. 11). Or, au fur et & mesure de cette pullulation tumorale, 
les premiéres cellules, les plus dgées, sont repoussées vers la 
cornée par les générations ultérieures des cellules filles, peti- 
fes-filles, arriére-petites-filles, etc... Il en résulte que, consi- 
déré dans son ensemble, le néoplasme est constitué par d’in- 
nombrables couches d’épithéliums d’age différent, les plus 
pres de Uiris et des processus ciliaires étant les plus 
jeunes, celles au contact immédiat de ia membrane 
de Descemet, les “plus dgées. S’il en est ainsi, on 
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concoit que ces cellules étant, dans leur ensemble, conta- 
minées par le virus rabique (que le milieu contient en abon- 
dance), l'ultragerme aura eu plus de temps pour accomplir son 
cycle évolutif dans les éléments cancéreux situés pres de la 
cornée (les plus dgés), que dans ceux qui touchent A Viris et au 
processus ciliaire (plus jeunes queux), venant d peine d’éclore 


1¥ generation 
2™ generation 
mem u's . 

3 generation 


A"gene ration 


Scutima Il. — Evolution schématique du néoplasme, 
en rapport avec la negrigenése. 


(schéma IL). Or, Vobservation microscopique confirme pleine- 
ment cette hypothése. Nous en conclurons 

1° Que l’éclosion des corps de Negri, phase visible du cycle 
évoluti{ du virus rabique, est en fonction de lage des cellules 
néoplasiques, par conséquent du temps écoulé entre le moment 
ou la contamination cellulaire s'effectue, et le moment ot cette 
phase négrigéne doit s'accomplir ; 

2° Qu’effectivement, les corps oxyphiles représentent une 
telle phase évolutive du virus de la rage des rues. 


Quoi qu il en soit, un fait apparait certain, c'est que la négri- 
génese néoplasique exige le développement de la tumeur dans 
le miliew spécial, éminemment rabigene, représenté par la 
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chambre antérieure de l’ceil. Nulle part ailleurs, et en dépit 
do la pullulation des cellules cancéreuses et de la dispersion du 
virus rabique dans l’organisme, il ne nous a été donné de 
constater une semblable négrigénése néoplasique. C’est que 
l ceil est, en réalité, une expansion du névraxe, et, de ce fait, 
un lieu sélectif pour la culture du germe de la rage. Seuls les 
épithéliums cancéreux se développant dans un tel milieu, per: 
mettent au virus d’extérioriser son potentiel négrigéne. 


CONCLUSIONS. 


Laffinité du virus rabique des rues pour les neurones et les 
épithéliums cornéens, nest pas particuliére a ces syslemes tis- 
sulaires. Les cellules cancéreuses de la tumeur de Pearce réa- 
gissent de méme. A la condition que ces cellules pullulent 
dans la chambre antérieure de lceil du lapin, Vultragerme de 
la rage y accomplit son cycle évolutif parfait, aboutissant aux 
corps de Negri wntra-cytoplasmiques. De ce point de vue, le 
virus rabique fixe se comporte différemment du virus de la rage 
des rues. Il est probable que si les éléments néoplasiques se 
prétent a la négrigénése, c'est qu étant a Vétat embryonnaire, 
als renferment, en potentiel, cerfaines des propriétés fonda- 
mentales des cellules hautement différenciées, tels que les neu- 
rones el les épithéliums cornéens (12). 


(12) Nous avons entrepris une série d’essais analogue avec le papil- 
loma de Shoope et les cancers des souris ; nous y viendrons ultérieu- 
rement. 


ACTION DE LA DILUTION 
SUR LES VIRUS RABIQUES DE RUE 


par P. REMLINGER et J. BAILLY. 


(Unstitut Pasteur du Maroc, & Tanger.) 


Nous avons, les premiers, attiré l’attention sur le fait que 
les chiffres exprimant la sensibilité du virus rabique fixe a 
la dilution, donnés par Hégyés aux premiers temps de la 
méthode pasteurienne, devaient de nos jours étre modifiés 
dans le sens d’une sensibilité beaucoup moindre, en voie de 
diminution avec le nombre des passages. Pour Higyés, la 
dilution & 4 p. 5.000 du virus fixe n’était pas toujours 
mortelle pour le lapin et la dilution 4 1 p. 10.000 ne l’était 
jamais. En 1934, le virus fixe de Tanger était encore virulent 
41 p. 800.000, mais ne l’était plus A 1 p. 600.000. En 41934, 
ce méme virus était encore actif & 1 p. 900.000, mais ne était 
plus 41 p. 4.000.060. La méme année, le virus fixe de |’Ins- 
titut Pasteur de Beyrouth était encore actif & 4 p. 700.000, 
mais ne l’était plus a 4 p. &00.000 (1). Postérieurement, 
Kaktin a vu que la dose mortelle minima du virus fixe de 
Riga pour la dure-mére du lapin était donnée par une dilution 
a 4 p. 300.000 ; Lépine, Cruveilhier et Sautter ont vu que 
Vémulsion 4 4 p. 410.000 de virus fixe de Paris était viru- 
lente une fois sur deux, l’émulsion 4 1 p. 50.000 une fois 
sur six et que l’émulsion 4 4 p. 100.000 était toujours inac- 
tive. L’écart entre ces chilfres et les nétres peut trouver une 
explication dans le nombre des passages sensiblement moindre 
& Paris (1.522) qu’é Tanger (2.670) et aussi dans des diflé- 
rences de technique. A Tanger, nous employons uniquement 
(4 l’exclusion des cerveaux de chiens et des cerveaux con- 


(1) En 1936, le virus de l'Institut Pasteur de Tanger transporlé a 
Beyrouth y a encore donné des résultats positifs avec des dilutions 
poussées jusqu’& 1 p. 900.000. 
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servés en glycérine) des cerveaux de lapins frais. 0 gr. 50 de 
substance cérébrale coupés dans l’écorce grise de la partie 
postérieure des hémisphéres sont finement émulsionnés dans 
30 cent. cubes d’eau physiologique. L’émulsion est aban- 
donnée pendant quatre & cing heures & la température du labo- 
ratoire, afin de permettre la diffusion du virus. On filtre sur 
papier pour éviter les grumeaux. 4 cent. cube de filfrat est 
porté dans 9 cent. cubes d’eau physiologique. Aprés homogé- 
néisation prolongée, 1 cent. cube de cette dilution est a son 
tour porté dans 9 cent. cubes d'eau physiologique. On obtient 
ainsi une dilution de base & 1/10.000 qui va donner la dilu- 
tion définitive, 1 cent. cube dilué dans 19 cent. cubes d'eau 
physiologique fournissant la dilution & 4/200.000, dans 
29 cent. cubes a 1/300.000, etc. On inocule de chaque dilu- 
tion de 1/4 & 1 cent. cube sous la dure-mére du lapin. Avant 
d’étre injectées, les dilutions définitives doivent étre homogé- 
néisées avec le plus grand soin. A agitation a la baguette, 
on prélérera des aspirations et des refoulements énergique- 
ment répétés une vingtaine de fois & laide d'une seringue 
de 20 cent. cubes. L’exactitude du résultat et la possibilité 
de comparer ceux-ci d'un Institut & un autre sont fonction 
de Vobservation rigoureuse des moindres détails de cette tech- 
nique, fruit d’une longue et couteuse expérimentation. Nous 
avons appliquée a l’étude de Vaction de la dilution sur les 
virus de rue. Les données de la iittérature médicale sur ce 
point particulier sont des plus restreintes. Nicolau, Mathis 
et M™ Constantinesco ont isolé, & Dakar, chez un enfant 
mort de Rage des rues, un virus autochtone qui, au qua- 
trisme passage, était virulent seulement a la dilution de 
1/500 ; des dilutions 4 1/4.000, a 1/2.000, a 1/5.000 étaient 
dépourvues de pouvoir pathogéne. Au dix-huitiéme passag 

la dilution de la substance cérébrale du lapin était virulente 
& 4/8.000, tandis que les dilutions a 1/10.000 et A 1/20.000 
étaient avirulentes. Au quarantiéme passage, le virus était 
encore virulent & la dilution de 1/20.000. Un virus renforcé, 
isolé & Odessa par Palawandoff et Serebrennaya,  tuait 
le lapin a 1/75.000 au lieu de 1/25.000 (virus fixe d’Odessa). 
Un autre virus renforcé, rencontré & Istamboul, chez un rat, 
par Zekai Muammer, était encore actif & 1/500.000. Nous 
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navons trouvé aucune autre indication dans les journaun et 
revues dont nous disposons et cette question n’a pas encore 
été Vobjet dune étude d’ensemble. Nos recherches person- 
nelles ont porté sur divers virus de rue isolés au Maroc ov les 
virus exaltés sont rares et oti la rage se comporte comme en 
France et en Europe Occidentale. 


1° Virus TANGEROIS « DRADER ». 


Chienne métis-fox amenée A ]'Institut en raison d'une 
agressivité subite. Elle s’est jetée sur tous les animaux a sa 
portée et a causé ‘de nombreuses victimes. Elle a mordu un 
jeune domestique indigéne qui est soumis immédiatement au 
traitement. La rage furieuse a la période d’état ne fait, en 
effet, aucun doute. L’animal admis a la fourriére de |’ Institut 
succombe & l’évolution d’une courte phase paralytique. Pré- 
sence de corpuscules de Negri dans les neurones de la corne 
d’Ammon. Le bulbe est inoculé sous la dure-mére d’un lapin 
le 13 décembre. U1 présente quinze jours plus tard les pre- 
miers signes d’une paralysie progressive qui détermine la 
mort Je dix-septi¢éme jour. L’étude de la dilution est entre- 
prise avec le cerveau de ce lapin (premier passage a partir du 
chien). 


SS SS SE SR SES ES SE a 


POIDS TAUX VOLUME ; 
en milli¢mes bo ? ‘ RESULTATS 
de milligramme inoculé des dilutions inoculé 


| 


ODN AG LTC Ao hafetn 4/10 .000 1 a 
ROC enh oe 1/5.000 0,25 Se 
pate, cara eee 1/10 000 0,25 =a 
pat Jaloim Neamt 1/100.000 1 = 


9° Virus pE RABAT « SAINT ». 


Chien abattu A Rabat dans les jardins d'un palais ot. il 
s’était introduit et avait mordu une chienne appartenant a un 
haut fonctionnaire du protectorat. La corne d’Ammon renfer- 
mait des corpuscules de Negri. Un lapin inoculé sous la dure- 
mére avec le bulbe fut atteint le dix-septiéme jour des pre- 
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miers symptomes d’une paralysie qui suivit une marche 
nettement ascendante et succomba le dix-huitiéme jour 
(24 janvier 1931). Depuis cette date, le virus est passé a 
Tanger une trentaine de fois par le cerveau du lapin pour les 
besoins des expériences. La régularité de Vincubation et de 
V’évolution de la maladie déclarée a souvent fait préférer ce 
virus & beaucoup d’autres. 


POIDS TAUX VOLUME . f 
en milli¢émes ae Finn Tic et RESULTATS 
de milligramme inoculé des dilutions no cu 


4/5.000 
1/10.000 
1/15 000 
4/50.000 
1/4100 000 
4/425 .000 
1/175 000 
4/200. 000 
1/228 000 
1/275.000 
1/300,000 


|| | 4444+ 


Coco OoR RRR EP RP EE 


3° Virus TANGEROIS « ABRINES », 


Petite chienne roquet, trés familiére, devenue subitement 
indifférente & l’égard de ses maitres. Elle attire ‘sur elle 
lattention par son inquiétude et son agressivité. Elle attaque 
un grand berger allemand, un cog, deux chats, avec lesquels 
elle vivait cependant en partfaite intelligence. L’inquiétude et 
lagressivité ne font que croitre pendant quatre jours au cours 
desquels 3 personnes sont mordues. C’est & la suite de ces in- 


POIDS TAUX VOLUME 


. en milliémes i h : RESULTATS 
de milligramme inoculé des dilutions inoculé 


HA ccc Ade solar Omen 1/2.000 
NOOR teiteebe a hereon.) 1/5 000 


Boer me 1/10 .000 
Ocoee 1/50.000 

ites ce 4/100.000 
1/123 .000 
SES SIILE de 4/175 000 
Sree ce = ay 4/200. 000 
Pig acl: Nag a 1/250 .000 


cococo cs 


Os 2 Oz Ce Oe CE Ce CR CE 


o 
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cidents que l’animal est amené Aa la fourriére; la chienne suc- 
combe quatre jours plus tard aux progres de la paralysie. La 
corne d’Ammon renferme des corpuscules de Negri. L’urine 
contient une quantité massive de glucose. Un lapin inoculé 
avec l’émulsion du bulbe sous la dure-mére succombe seize 
jours plus tard & une forme paralytique de rage, pure de tout 
symptome de fureur. C’est l’encéphale de ce lapin qui est em- 
ployé pour l’étude de la dilution. 


4° Virus DE GIBRALTAR. 


Il s’agit d’un fox, mort A Gibraltar, et dont le cerveau a été 
envoyé 4 Tanger par le Service de Santé. Parvenu le 48 sep- 
tembre 1934, il est inoculé sous la dure-mére d’un lapin qui 
succombe seize jours plus tard 4 une rage paralytique qui a dé- 
buté le douziéme jour. Depuis un an et demi, ce virus a passé 
quatre fois par le lapin sans aucune modification de ses carac- 
teres. C’est ainsi que le lapin du quatri¢me passage dont le 
cerveau a servi a l'étude de Ja dilution a été atteint de para- 
lysie le quatorziéme jour et a succombé le seiziéme. 


POIDS TAUX VOLUME 5 
en milliémes RESULTATS 


de milligramme inoculé des dilutions inoculé 
SS SSS 


Sf ewer 4/2.000 
100 1/5.000 
BO. . 1/40.000 

DR oe 4/20.000 

1/50 000 


Cz Sager Geer qe 


| +4++4++ 


1/100.000 


5° VirnUS TANGEROIS « BoUGDOUR ». 


Un grand pointer en trés bon état, appartenant a un char- 
cutier, attire l’attention de ses maitres par des efforts de vo- 
missements. Les liquides, l’eau en particulier, sont parfaite- 
ment déglutis, mais les solides sont rejetés aussitot aprés leur 
ingestion. Les efforts de vomissement toujours trés violents 
sont accompagnés d’angoisse. En dépit des souffrances, les 
facultés intellectuelles ne sont pas atteintes. Aucune agressi- 
vité. Le chien est mort subitement sans avoir présenté aucun 
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signe paralytique. L’autopsie révéle une cesophagite dévelop- 
pée en amont et en aval dun adénome spiroptérien. Les pas- 
sages du bulbe ont montré que le chien était atteint d’une 
maladie mixte : association de la rage et de la spiroptérose. 
Un lapin inoculé sous la dure-mére a contracté une rage para- 
lytique typique & laquelle il a succombé le onziéme jour. C’est 
Vencéphale de ce lapin qui a été employé pour l'étude de la 
dilution. 


POIDS TAUX VOLUME ; 
en milliémes erate Ret easy) RESULTATS 
de milligramme inoculé des dilutions inoculé 
The ee ee ee 1/2 000 0,5 fi 
£00 Mee Gees) RT 4/5.000 0,5 2 
UAV Mesto ecto Un at : 4/40.000 0,5 + 
VORP ep cctye = sie ae tees 1/50.000 0,5 + 
aetna a Reo eee 1/100.000 0,5 + 
ee oe arte aas 4/425 000 0,5 = 
DS 5 coeeee atte on eens 4/4175.000 0,5 — 
DD aeosirel sa tate lantes vo : 1/200.000 0,5 : _ 
2 ae agy teeter Ges an 1/250.000 0,5 _ 


6° Virus tanceRors « Moanonra ». 


Chien kabyle, errant, de grande taille, capturé par ia four- 
riére municipale le 14 avril. Atteint de rage furieuse extré- 
mement violente le 13. Période d’état le 14. Mort paralysé le 
15. Un lapin est imoculé sous la dure-mére avec son bulbe. 
Début le onziéme jour d'une rage paralytique exempte de 
toute association de fureur ou d’agitation. Evolution lente, 
progressive, ascendante durant trois jours. Mort au cours du 
quinziéme jour. C’est le cerveau de ce lapin de premier pas- 
sage qui est utilisé 


POIDS TAUX VOLUME ; 
en milli¢émes . diluti os , RESULTATS 
de milligramme inoculé des dilutions inoculé 


1/4.000 


1/2.000 
4/5.000 
1/10.000 
1/50 000 
1/100.000 
1/125 .000 
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7° Virus « Mariani ». 


Jeune berger allemand devenu subitement furieux. Il se 
jette, pour les attaquer, sur tous les chiens qui passent A sa 
portée. La bave s’écoule des commissures labiales. L’aboie- 
ment rabique est caractéristique. Incarcéré A la fourriére de 
l'Institut, il ne tarde pas a présenter le jour méme les pre- 
miers signes paralytiques. Le jour suivant, la paralysie est 
compléte. Mort le troisiéme jour. Un lapin inoculé sous la 
dure-mére avec le bulbe, est pris quatorze jours plus tard et 
meurt le quinziéme jour. L’encéphale de ce lapin (premier 


passage a partir du chien) est employé pour |’étude de la di- 
lution : 


POIDS TAUX VOLUME ; 
en milliémes pie : : RESULTATS 

de millicramme inoculé des dilutions inoculé 
BOleen. k-seeeeah cate 1/1.000 0,5 si 
23 eWipeie ess. a sfc oe om 4/2.000 0,5 + 
EOL cers i rn geno 6 1/5.000 3) oh 
OU aera essen. Se So8tn 4/10.000 0,5 + 
dee. ethers Sas : 4/50 000 0,5 — 

Dk ciara yal sia cihdrotcromenar tater Ome 4/400 000 0,5 = 

Wis ogi a dh eC detete 1/125 000 0,5 = 


8° Virus « PopEenKe ». 


Chien courant espagnol amené @ I’Institut alors qu’il est 
atteint de rage mue du type maxillaire a la période d’état. 
Succombe le surlendemain aux progrés d’une paralysie pure 
de tout mélange de symptémes d’excitation. Présence de cor- 
puscules de Negri dans la corne d’Ammon. Glycosurie élevée. 
Un lapin inoculé avec son bulbe présente, aprés une longue 
incubation de dix-sept jours, les premiers symptémes d'une 
paralysie & évolution lente qui détermine la mort le vingt- 
cinquiéme jour. Le cerveau de ce lapin est employé a l'étude 
de la dilution : 
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as teh ie cae RESULTATS 
en milliémes See : ; SSULTA1 
de milligramme inoculé des dilutions inoculé 
SeUONers @ Sls € a os 1/100 0,5 +. 
Di OOO rey pameceamet ed atas 4/250 ae) + 
Ae O 00 aime, erasure) bag seis 11500 0,5 — 
SOO Ce imeem 3 be ac 1/4.000 0,5 + 
1 ele aatags a 1/2 000 0,3 a8 
AORN cater to ee ce 4/5.000 0,5 +. 
LLIeh chess Sa bee Oem : 1/10.000 0,5 — 
ADEE e eat so! gece 1/50.000 0,5 = 


9° VIRUS DE LA REGION DE Fes « GAFSHAi ». 


Le cheval d’un cavalier indigéne brise ses entraves au cours 
de la nuit, se jette sur 5 congénéres et les mord cruellement 
ainsi que 2 hommes qui tentent de le maitriser ; il se réfugie 
dans un réseau de fil de fer d’ot: if est impossible de le délo- 
ger : il y meurt subitement dans la journée. L’encéphale est 
envoyé 4 Tanger. Une émulsion de bulbe rachidien est ino- 
culée sous la dure-mére d’un lapin qui est atteint onze jours 
plus tard des premiers symptémes d'une rage paralytique 
mélée de signes d’excitation. Mort le douziéme jour. C’est le 
cerveau de ce lapin (premier passage) qui est employé a |’étude 
de Ja dilution : 


POIDS TAUX VOLUME e 
en milli¢mes ar . ; RESULTATS 
de milligramme inoculé des dilutions inoculé 


1/4100 
4/250 
1/500 
4/4.000 
4/2. 000 
4/8.000 
4/10.000 
4/50.000 


cocooocos 
Tor or or ot er ot Ce 
Pi eee 


10° Virus TANGEROIS « PERRERA ». 


Un métis fox, 4gé de trois ans, est atteint de la rage fu- 
rieuse la plus typique. Extrémement agressif, il s’attaque avec 
une violence extréme & tous les objets qui sont A sa portée. I] 
meurt subitement au cours d'une crise de fureur. Un lapin est 
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inoculé sous la dure-mére avec une émulsion du bulbe. Début 
le treiziéme jour d’une rage paralytiqne pure de tout mélange 
de fureur ; mort le seiziéme jour. Le cerveau de ce lapin (pre- 


mier passage) est utilisé pour l’obtention des dilutions sui- 
vantes : 


POIDS TAUX VOLUME 
en milliémes en Ae . RESULTATS 

de milligramme inoculé des dilutions inoculé 
Ye AUUXO as ke 4/100 0,5 + 
2000. 4/250 0,5 ae 
AR OO ORME ss Shh ands 4/500 0,5 ae 
SOOhem: a: BP tee 4/4 000 0,5 + 
250. ; : : aa 4/2.000 0,5 aia 
AM ares oe nee ee ee 1/5.000 0,5 as 
BOs ; Kage 4/10.000 ORD == 
MOT SG LISA REL Js Be, 1/50.000 0,5 — 


14° Virus TANGEROIS « SOUANI ». 


Un petit loulou, agé de dix ans, attire l’attention par le 
refus de la nourriture et la position pendante du maxillaire. 
Incarcéré a la fourriére de I’Institut, il présente, le soir méme, 
des signes de fureur trés accusés. Entiérement paralysé le len- 
demain, il succombe le jour suivant. Un Japin inoculé sons la 
dure-mére avec une émulsion du bulbe est atteint de la rage 
le dix-septiéme jour et meurt Je dix-neuviéme jour. Un 
deuxiéme passage est effectué par le lapin : début le treiziéme 
jour, mort le seizitme jour. C’est le cerveau de ce lapin 
(deuxiéme passage) qui sert 4 étudier Ja dilution : 

SER BES SS SE SS CS SSS A RE SS SS TOR, 


POIDS TAUX VOLUME anaree 
en milliémes re. ‘ g y 
de milligramme inoculé des dilutions inoculé 
2.000 4/250 0.5 35 
1.000 1/500 0,5 + 
500. 1/100 0,5 + 
250 . 1/2.009 0.5 ae 
100. 1/5 000 0,5 _ 
50. 1/40 000 0,5 + 
Mo 1/50 000 0,5 Se 
8,4. 1 /60.000 0,5 ae 
3. 1/100.000 0,5 + 
ns, 4/125 .000 0,5 ae 
3,33 4/450 000 0,5 — 
2,85 1/175 .000 O55 a 
PARE, A 4/200.000 0,5 
AiO Gare 1/300.000 0,5 
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En résumé, pour les 41 virus de rue examinés ; le taux mi- 
nimum actif des dilutions a été : 1/2.000, une fois ; 1/5.600, 
deux fois; 1/10.000, trois fois ; 1/50.000, une fois; 1/100.000, 
quatre fois. Nous désirons faire remarquer que cette notion 
du taux des émulsions parait importer beaucoup moins que 
celle du poids de la substance cérébrale inoculée. C’est moins 
le mode de répartition dans un liquide de Ja matiére solide 
qui supporte la virulence que la quantité absolue de cette ma- 
tiére solide qu’il est intéressant de connaitre ; aussi, est-ce 
aux poids qu’est consacrée la premiére colonne des tableaux 
qui précédent et est-ce uniquement pour nous conformer a un 
usage classique en bactériologie que nous continuons a nous 
exprimer par taux. Pour les 44 virus de rue que nous avons 
expertisés, le poids actif minimum a été : de 250 milliémes de 
milligramme, une fois ; de 100 millitmes de milligramme, 
une fois ; de 50 millitmes de milligramme, quatre fois ; de 
10 milliémes de milligramme, deux fois ; et de 5 millitmes de 
milligramme, trois fois. Ceci étant, si nous revenons un ins- 
tant sur laction de la dilution & l’égard du virus rabique 
fixe, nous voyons que des passages de lapin a lapin, résulte 
une adaptation de plus en plus étroite du virus rabique a l’en- 
céphale, c’est-a-dire, selon toute vraisemblance, la présence 
d'une quantité de plus en plus élevée de principes pathogénes 
dans Vunité de poids. I] s’ensuit que la dilution exerce, sur 
activité des émulsions, une influence de moins en moins 
marquée puisque le nombre des germes augmente de plus en 
plus. D’ot l’activité de ce virus fixe 4 des dilutions 4 1/506.000; 
a 1/700.000, & 1/900.000. On était en droit de supposer, dans 
ces conditions, qu’étudiant, en 1936, Vaction de la dilution a 
V’égard des virus de rue, on allait se trouver ramené a l’épo- 
que d’Hégyés, c’est-a-dire & ce qu’étaient les virus fixes au 
‘moment de leurs premiers passages par le lapin. On était en 
droit de supposer, par conséquent, que les chiffres exprimant 
Vaction de la dilution sur les virus expertisés seraient tous 
voisins de 1/5.000. L’expérience a démontré Vinexactitude de 
ces suppositions, puisque, sur 41 virus étudiés, 6 seulement 
se sont montrés virulents A des taux de 1/2.900, 4/5.000 ou 
1/10.000. Comment exphiquer ce résultat paradoxal ? Par des 
dilférences entre la technique suivie par Hégyés et celle adop- 
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tée par nous-mémes > En partie, peut-¢tre, mais en partie 
seulement. A condition de définir avec Maurice Nicolle et Cé- 
sari la virulence « végétabilité in vivo », il est plus vraisem- 
blable d’admettre que I’écart entre les chilfres trouvés (1/2.000 a 
1/100.000) correspond & des écarts qui existent dans la na- 
ture, dans la virulence des différentes souches rabiques. Cer- 
taines souches se comportent d’emblée a l’égard de la dilution 
comme des virus ayant passé des centaines de fois par le cer- 
veau du lapin ; certaines autres, comme des virus vierges en- 
core de tout passage. Le hasard a fait qu’ Hégyés, au début de 
la méthode pasteurienne, est parti d’un virus du type des 
virus tangérois Drabeb et Mariani alors qu’il aurait, tout aussi 
bien, pu le faire tomber sur un virus du type Abrinés ou Boug- 
dour..., voire sur un virus du type Gafshai. 

Nous ferons remarquer en terminant que, si, par virulence 
on entend moins la « végétabilité in vivo » que le pouvoir agres- 
sii ou pathogéne, une concordance entre le taux auquel sont 
actives les dilutions des divers virus rabiques et leur nocivité 
pour ’homme, parait trés improbable. Quelle personne, avertie 
des choses de la rage, ne pré{érerait en effet étre mordue par 
un chien atteint de rage 4 virus fixe (actif jusqu’éa 1/900.000) 
plutot que par un chien atteint d'une rage du type Drabeb ou 
Mariani (virus actif jusqu’é 1/410.000) > L’intérét de V’étude de 
l’action de la dilution sur Jes virus de rue apparait ainsi d ordre 
doctrinal plutot que pratique... Et c’est le cas de rappeler les 
réserves de l'un de nous (2) au sujet du danger pour l’homme 
des virus « renforcés » pour le lapin et de la légitimité d’expli- 
quer par ce renforcement certains échecs du traitement pas- 
teurien. 


(2) P. Remuincer. Les virus rabiques renforcés peuvent-ils rendre 
compte de certains échecs du traitement pasteurien ) Soc. de Biol., 
7 mars 1925. 


DISTINCTION DE QUATRE TYPES SEROLOGIQUES 
PARMI 
LES BACILLES TUBERCULEUX DU GROUPE AVIAIRE 


par W. SCHAEFER. 


(Institut Pasteur. 
Laboratoire de Recherches sur la tuberculose.) 


L’analyse de la spécificité sérologique des microbes patho- 
génes, ou non pathogénes, est devenue une des méthodes les 
plus importantes pour caractériser le nombre toujours crois- 
sant des espéces bactériennes et pour préciser leur structure 
ainsi que le mécanisme particulier de leurs actions biologiques. 
Dans le domaine des bacilles acido-résistants, les recherches 
poursuivies sur ce sujet sont encore assez peu avancées. Non 
seulement les bacilles acido-résistants saprophytes et les ba- 
cilles tuberculeux des animaux a sang froid n’ont pas été 
soumis & une étude sérologique approlondie, permettant de 
délimiter les espéces existantes, mais encore les bacilles tuber- 
culeux virulents des trois types classiques : humain, bovin et 
aviaire sont insuffisamment différenciés en ce qui concerne 
leurs caractéres sérologiques. Malgré les différences biologi- 
ques certaines qui existent entre les bacilles humains et bovins, 
tous les essais effectués en vue de mettre en évidence des dillé- 
rences sérologiques entre ces deux types ont échoué. Quant au 
bacille aviaire, G.S. Wilson [4] et A. Stanley Griffith [2](1925), 
indépendamment l’un de l'autre, ont montré qu’il existe des 
différences sérologiques entre cette espéece et les autres bacilles 
tuberculeux des mammitéres. La méthode d’agglutination des 
suspensions bacillaires par des sérums anti-aviaires leur ayant 
donné des résultats trés irréguliers, en raison de la difficulté 
qu’on é6prouve assez souvent pour mettre des bacilles tuber- 
culeux en suspension parfaitement stable, les auteurs ont 
essayé de distinguer les types bacillaires d’aprés leur pouvoir 
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absorbant vis-a-vis des agglutinines des sérums anti-aviaires. 
Tandis que les bacilles humains et bovins absorbent seulement 
une partie des agglutinines des sérums anti-aviaires, les sou- 
ches aviaires absorbent tous les anticorps de ces sérums. 

G. 5S. Wilson a insisté cependant sur la nécessité de répéter 
a plusieurs reprises l’absorption avec la méme souche avant 
de conclure a l’existence certaine de son pouvoir absorbant, 
une seule absorption étant souvent incompléte. I. Furth [3] 
(1926), reprenant les expériences de G. S. Wilson et de A. S. 
Griffith, a constaté que la réaction de la fixation du complé- 
ment, combinée avec la méthode de l’absorption des anticorps 
de groupe, donne des résultats supérieurs & ceux de l’aggluti- 
nation. Il confirme que les bacilles aviaires sont sérologique- 
ment distincts des bacilles des mammiféres et il conclut que 
ces germes ne forment pas un groupe homogéne, mais qu’ils 
sont composés d’au moins trois types sérologiquement diffé- 
rents. Les recherches sont fondées sur ]’étude de six souches 
aviaires isolées de cas d’infections spontanées des oiseaux et 
de quatre souches aviaires de provenances diverses (2 « b. de 
la lépre » de Duval et Kedrowski, une souche dite humaine 
avirulente et la souche homogéne d’Arloing). 

Nous nous sommes posé le probléme de la spécificité séro- 
logique des bacilles aviaires lorsque nous avons entrepris de 
classer les nombreuses souches d’apparence aviaire qui avaient 
été isolées dans les laboratoires de la tuberculose 4 |’Institut 
Pasteur au cours de recherches trés variées (études sur ]’ultra- 
virus tuberculeux (1), essais de dissociation in vivo de bacilles 
tuberculeux (2), isolement de souches lisses 4 partir de produits 
pathologiques humains inoculés au cobaye (3), etc.). I] importe 
de remarquer que dans presque tous les cas c’est & partir des 
organes de cobayes, que de telles souches de type aviaire ont 
été isolées. Comme A. Saenz, L. Costil et M. Sadettin [4] l’ont 
montré, ces souches se trouvent aussi chez les cobayes neufs 
ayant séjourné pendant quelque temps dans les cages et plus 


(1) J. Vatris et F. van Dense. Ces Annales, 54, 1933, p. 419, 58, 


1934, p. 51. 
(2) K. Brrxnauc. Ces Annales, 54, 1935, p. 19. A 
(3) A. Saznz el L. Costm. Compt. Rend. Soc. Biol., 444, 1938, 


p. 1263 ; La Presse Médicale, 1934, p. 1827. 
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fréquemment encore chez les cobayes ayant recu des injections 
répétées de produits stériles. Dans un cas, étudié par U. 
Battaglini [5], c’est un cobaye récemment introduit dans notre 
réserve d’animaux qui fut trouvé porteur d’une de ces souches. 
A. Saenz et ses collaborateurs ont classé celles-ci en deux 
groupes : le premier ayant des caractéres typiques des bacilles 
aviaires, en particulier la virulence pour la poule et le lapin ; 
le deuxiéme ne se montrant virulent pour la poule et le lapin, 
qu’a des doses trés élevées (1 a 10 milligrammes) ou étant 
méme totalement avirulent. Nous avons recherché si les mé- 
thodes sérologiques permettent de mettre en évidence des ca- 
ractéres spécifiques différentiels des souches en question. 


TECHNIQUE EXPERIMENTALE. 


La méthode que nous avons employée est la réaction de 
fixation du complément associée & la méthode de l’absorption 
des anticorps fixateurs. 


x 


Nous avons préparé des antisérums en injectant 4 des lapins, deux 
fois par semaine, 5 a 10 milligrammes d’une suspension de bacilles 
aviaires cultivés sur milieu de Léwenstein ou sur pomme de terre, et 
stérilisés pendant une heure au bain-marie 4 80°. Les animaux sont 
saignés aprés 8 4 10 injections et leur sérum est stérilisé en ajoutant 
0 c. c. 6 pour 10 cent. cubes de sérum de la solution suivante : Acide 
phénique 5 grammes, Glycérine 5 grammes, Kau physiologique 100 cent. 
cubes. Les sérums ainsi traités conservent indéfiniment leur activité. 


Pour la réaction de fixation du complément nous nous 
sommes servi, comme antigéne, d'une suspension bacillaire 
en eau physiologique préparée de la maniére suivante : 


On préléve avec une petite spatule environ 2 milligrammes de la 
culture vivante ou préalablement stérilisée par chauffage 4 80° en atmos- 
phére humide et on |’émulsionne contre les parois d’un tube de verre 
contenant 10 cent. cubes d’eau physiologique. Les suspensions des diffé- 
rentes souches sont amenées a la méme densité optique en utilisant, 
comme émulsion standard, une suspension de staphylocoques en eau 
physiologique contenant 300.000.000 de germes par centimétre cube. Ces 
suspensions ne possédent aucun pouvoir anti-compléientaire et peuvent 
étre conservées a la glaciére sans inconvénients pendant plusieurs jours. 
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Les souches servant A la préparation des suspensions peu- 
vent étre cultivées indifféremment sur le milieu de Lowenstein 
ou sur pomme de terre. Dans le cas seulement ow il s’agit de 
souches aviaires prenant un aspect rugueux en culture sur 
pomme de terre, il est indispensable de se servir de cultures 
sur milieu de Lowenstein, car sur ce milieu toutes les souches 
aviaires prennent un aspect lisse et sont facilement émulsion- 
nables. 

Au cours de nos expériences, nous avons trés souvent uti- 
lisé comme antigéne, au lieu d’émulsions bacillaires, des ex- 
traits alcooliques des bacilles préparés selon le procédé que 
A. Boquet et L. Négre ont mis au point pour la préparation 
de lantigéne méthylique tuberculeux. Ces antigénes sont 
dilués (suivant leur pouvoir empéchant et leur activité), de 
quinze a trente fois avec de l’eau physiologique en ajoutant 
eau goutte a goutte a Ja solution alcoolique. 

La réaction de fixation du complément est effectuée de la 
facon suivante : 


Des doses décroissantes d’antisérum (1/10: 0,25-0,15-0,1; 1/50: 
0,25 - 0,15 - 0,1; 1/250: 0,25, etc.) amenées au volume constant de 
0c. c. 25, sont mélangées avec 0 c. c. 25 de l’antigéne (é6émulsion bacil- 
laire ou antigéne méthylique) et avec 0 c. c. 25 d’alexine diluée 
au 1/15. On met les mélanges pendant une heure A 1’étuve, puis on 
ajoute 0 c. c. 5 d’un mélange a parties égales de sérum hémolytique 
(5 doses minima lysantes) et de globules rouges 4 5 p. 100. On note les 
résultats aprés une demi-heure de séjour &@ |’étuve lorsque la réaction 
est complétement achevée. 


Dans les expériences d’absorption des anticorps, nous pro- 
cédons de la facon suivante 


100 milligrammes de corps bacillaires tués par la chaleur, desséchés 
et pulvérisés sont lavés trois fois avec de l’eau physiologique. On les 
émulsionne dans 10 & 15 centimétres cubes de l’antisérum préalable- 
ment inactivé et dilué (au 1/5 ou au 1/20 selon son titre), et on porte 
le mélange a l’étuve en l’agitant toutes les dix minutes. Puis on le met 
a la glaciére pendant au moins un quart d’heure ou jusqu’au lende- 
main ; on centrifuge fortement jusqu’d éclaircissement complet, on 
décante et on inactive le sérum encore une fois par chauffage a 56° 
pendant cinq minutes. Les sérums ainsi traités n’ont aucun pouvoir 
empéchant, et on les dilue pour la réaction de fixation du complé- 
ment, comme les sérums non absorbés. 
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I. — Sérum anti-aviaire LI. 
ee 
SUSPE. 
SERUM 
Av. NI Av. AIl A eal Av. PIL |Cob. Balll Ilum. I 

A. Non absorbe : 

AAU ASR ee one + + 4. + a SF 
eae - ~ + + + + 
Ol seere ar e + + 4- = + + 

AY LOO D025" etc aie Se ata ar Ag P 
0,15 + = a ae an a 
0,1 ie se a P ay ce 

1/500 0,25 . — = = — = — 

B. Absorbé 

avec Bov. Vallée : 

N20 10525) + ae Ae aie ae ae 
0,45 =f + + + — — 
0,1 4 + + a au = 

4/400 0,25 . +. — als ste me = 
0,415 p as p — — — 
0,1 — 25 ae a ee woe. 

C. Absorbé avec B. 

Cob. Vall : 

4/20 0,25 . + a ae ait, —_ ae 
0,45 a ae Hi z. wi 
OFA. fo o+ — ate aa = eo 

AT OOROF 25) = + — a — ae = 
Onion — = cae = ak, 

D. Absorbé 
avec Av. II : 

PAS Pr et Oy + — 2b xd = = 
(Weta aa — == = rx =f 
OA: qe + — ae =e s ie 

AV ALO OOM 2 hin earn p _— Ae 2a = = 
OA Serer _ = = _ = es 

E. Absorbé 
avec Av. NI: 

WO) (Oe ay ae + — aL —_ es a! 
ORD aerate — = = = = = 
Or dee sae = = = aS = = 

+, fixation compléte; p, hémolyse partielle; —, hémolyse complete. 


ee 


ETuDE SEROLOGIQUE DES SOUCHES AVIAIRES. 


Dans les tableaux I 4 IV nous rapportons quelques exemples 
caractéristiques du comportement des antisérums préparés 
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Il. — Sérum anti-aviaire NI. 
ee 
UAIRES 
. NI Av. All Av. LI Ay. PII Cob. BalII Hum. Bov. 
+ + ~ = + 4 

ate 
ip G 5 a ar me 
+ + ~ + p p = 
p P Ae Pp =, a ca 
4 + + a — — 
- + + - = — _ 
b + + + _ = — 
F — + = — = = 
us “t= 5 a = = re 
i af ate P a a wer 
te aa AF an = cy, = 
; - “ = = e 7 
7 - - ~ — — 
" _— Pp — = = = 


avec différentes souches aviaires typiques : 1° vis-A-vis d’émul- 
sions de germes homologues ; 2° vis-a-vis de bacilles appar- 
tenant a d’autres souches aviaires typiques (désignées par le 
signe Av. I ou Ay. II ; 3° vis-a-vis de certaines souches d’as- 
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lll. — Sérum anti-aviaire ATI. 


SERUM 


SUSPENS 


Av. ATI Av. NI Ay. PII Av, LI (Cob. Balll Ilum. 


A. Non absorbeé : 


PSO COD og 
et tae ee 
NE hs OR 
4/150 0,25... 
0,15. 
0,1 


| +++++ 
| ++++ 
|+4++++ 


je+tt 
| | +++ 
+i t4++ 


B. Absorbé 
avec Bov. Vallee : 


| | ++++ 
| | | +++ 
| | +++ 
| +++ 

| 

| 


C. Absorbé i‘. 
avec Cob. Valll: 


1/30 0,95... . 
GAS rey 
Gite. bes. 

1/150 0,25... . 
isin. 
0.4 


[+e | 
| | +++ 
)++4++ 


| 
| 
| 
| 


D. Absorbé 
avec NI: 


4/30 0,2! 


5 


Mei 

Le 
| 
| 


abe 
| 
| 


tee 
GAA ap. a er 


1/150 


coc]e]o 
= boe I 
Jet++ 


E. Absorbé 
avec Av. PII : 


AY 30 ORI5ie oy bo = = 


pect aviaire, isolées de cobayes et avirulentes (désignées par 
le signe Cob. III; et enfin, 4° vis-A-vis de souches humaines ou 
bovines. 

La premiére colonne horizontale (A) de chaque tableau repré- 
sente les réactions données par les antisérums A V’état non 
absorbé ; la deuxiéme (B), les réactions apres absorption des 


Bo 


ee ee es 


| 
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IV. — Sérum anti-aviaire PII. 


ATRES 
All Av. NI Ay. PI Ay. Li Cob. Balll Hum Boy. 
4 = = =r at Sie aie 
. oe ste ae + i se 
: a on al =r ate 3 
- = + - ~ ir ~ 
; + a + = 5 
i i fs a ae =a ce 
1 1 + i 3 = 
—— + — oe = == 
re Nise p ae = = ee 
a= at ate | aes == 
aa Wr At = co ma 
== =e = = ae 
= + = <=> a — 
ae Si ae == = =2 
es 2g = =e ps 
= ae = = = = 
= ate ae oi. 
= P — a i om 


sérums par une souche de bacilles humains ou bovins ; la 
troisiéme (C), les réactions aprés l’absorption des ontiserums 
par des souches du type désigné par le chilfre IIT; la quatriéme 
(D), et la cinquéeme (E), les réactions apres absorption des 
sérums par des souches aviaires typiques désignées par le 
chiffre I ou II. 
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Vv. — Sérum anti-aviaire NI. 


SUSPENSIONS BACILLAIRES 


SERUM 


Av. NI | Av. PII] Av. LI |Cob. Balll| Hum. Bov. 


Non absorbé. 


1/10 0,25 . 
1B. 


Il ressort de la lecture de ces tableaux que les sérums anti- 
aviaires non absorbés réagissent assez souvent avec les sou- 
ches d’autres espéces acido-résistantes presque au méme degré 
qu’avec les souches homologues (tableaux III et IV). A l’excep- 


VI. — Sérum cobaye 545. 


ANTIGENES METHYLIQUES 
SERUM 


Cob. 545111 | Cob. Ba III Av. NI Ay. AII 


A. Non absorbé : 


1/25 0.4 
1/125 0,25 


B. Absorbé 
avec Bov. Vallée : 


1/8 


1/28 


C. Absorbé 
avec Av. NI: 


D. Absorbé 
avec cob. Valll : 


/5 0,45 
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Vil. — Sérum Del. IV. 


SUSPENSIONS BACILLAIRES 
SERUM 


Del. IV Dem. IV Ay. DI Ay. PII |Cob. BalIlII 


a 


1/20 0, 
4/100 0 


? 
0, 
0, 


tion du sérum étudié dans le tableau V, ils ne possédent donc 
qu'une spécificité tres faible ou pas de spécificité, ce qui rend 
inutile leur emploi pour l’identification sérologique d’une 
souche aviaire. Les résultats changent cependant, si on se sert 
de sérums qui ont été traités préalablement, selon la méthode 
de l’absorption des anticorps, par des bacilles d’une souche 
acido-résistante hétérologue. Les sérums traités par des sou- 
ches humaines ou bovines (colonne horizontale B) ne réagissent 
plus, ou réagissent trés faiblement, avec les souches hétéro- 
logues du type humain ou bovin, mais ils réagissent encore 
avec les souches d’aspect aviaire. Parmi celles-ci les réactions 
avec les souches du type III sont, en général, plus faibles que 
celles des autres types aviaires et disparaissent méme entié- 
rement si on fait absorber préalablement les antisérums aviai- 
res par des émulsions bacillaires de ce troisiéme type (colonne 
horizontale C). Ces souches du troisiéme type sont donc séro- 
logiquement différentes des autres souches aviaires. Leur spé- 
cificité propre sera étudiée plus loin. 

De méme, les antisérums aviaires, absorbés par des bacilles 
des souches humaines, bovines ou du type Cobaye IH, ne réa- 
gissent pas d’une facon identique avec les différentes souches 
aviaires typiques. Ainsi, les sérums préparés avec les souches 
aviaires LI et NI, absorbés par des bacilles du type III, réagis- 
sent plus fortement avec ces mémes souches LI et NI qu’avec 
les souches aviaires AIL et PII, et les sérums prépares avec les 
souches AII et PII réagissent plus fortement avec les souches 
AIl et PIL qu’avec les souches LI et NI. I semble done qu'il y 
ait encore, indépendamment de certaines réactions communes 
entre tous les bacilles aviaires, une spécificité plus étroite pour 
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certains types de ces bacilles. Cela devient tout & fait évident 
quand on fait des expériences d’absorption avec des germes 
appartenant aux différentes souches aviaires typiques (colonnes 
horizontales D et E). Ces expériences montrent, par exemple, 
que l’antisérum de la souche LI (tableau I) absorbé par la sou- 
che All a perdu sa faculté de réagir avec les souches AII et PH, 
mais qu'il a conservé son activité vis-A-vis des souches LI et 
NI. Le méme sérum LI, absorbé par les souches LI ou NI, par 
contre, a perdu son activité vis-a-vis de toutes les souches 
aviaires, sans exception. 

Un autre antisérum de la souche AIL (tableau HD), absorbé 
comme le sérum précédent par les souches AH ou PH, devient 
tout & fait inactil, tandis que, absorbé par les souches NI ou 
LI, il perd seulement son activité vis-a-vis de ces deux souches, 
et il continue de réagir avec les souches AII et PIL. Des expé- 
riences analogues sont rapportées dans les tableaux HI et IV. 

Les antisérums aviaires contiennent donc, indépendamment 
des anticorps communs aux bacilles acido-résistants, en géné- 
ral, et aux bacilles du groupe aviaire, en particulier, des anti- 
corps tout a fait spécifiques pour le type du bacille aviaire qui 
a servi a leur préparation. Ces anticorps spécifiques ne peuvent 
étre absorbés que par des bacilles du méme type, tandis que 
les bacilles des autres types et des autres espéces acido-résis- 
tantes absorbent seulement les anticorps de groupe. On obtient 
done un antisérum aviaire fortement spécifique pour le type 
homologue, par l’absorption de ce sérum avec des bacilles d’un 
type aviaire hétérologue. Cette constatation ne s’applique pas 
seulement aux bacilles aviaires du type I et H, mais est égale- 
ment valable pour les bacilles du type III. Le tableau VI montre 
par exemple qu'un antisérum du type HI, non absorbé, réagit 
avec deux antigénes méthyliques du type IH, au méme taux 
qu’avee les antigénes méthyliques préparés soil avec d'autres 
types aviaires, soit avec une souche bovine. I] se montre au 
contraire tout a lait spécifique pour le type homologue quand 
on le fait absorber par un bacille bovin ou aviaire d’un type 
différent. Dans le tableau VII, nous ajoutons enfin Vantisérum 
d’un quatriéme type rencontré parmi les souches possédant 
les caractéres culturaux du bacille aviaire-type, mais qui pos- 
side également un antisérum tout 4 fait spécifique. 
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Les antisérums aviaires contiennent donc en général trois 
anticorps différents : un anticorps de groupe qui réagit avec 
tous les bacilles acido-résistants ; un anticorps commun & tous 
les types du groupe aviaire, et un anticorps spécifique pour le 
type spécial auquel appartient la souche qui a servi & la pré- 
paration de Vantisérum utilisé. Etant donné l’existence de 
ces trois anticorps, on peut done admettre, dans chaque bacille 
aviaire, existence de trois antigtnes différents : un antigéne 
du groupe acido-résistant, un antigéne du groupe aviaire et 
un antigéne spécifique pour le type particulier auquel appar- 
tient le bacille étudié. Lequel de ces trois antigénes est l’an- 
tigéne dominant ) Il ne fait aucun doute que c’est l’antigéne 
de type. Nous lavons rencontré constamment dans les 94 
souches aviaires que nous avons examinées (4), et if a manifesté 
sa présence, par la production d’anticorps spécifiques pour le 
type, dans toutes les souches qui ont été employées pour la 
préparation des antisérums. L’antigéne du groupe aviaire est 
beaucoup moins important et parfois il peut méme faire défaut. 
Les tableaux IV et V montrent, par exemple, deux antisérums 
qui, aprés absorption par des souches humaines ou bovines 
ou méme non absorbés, réagissent d’emblée d’une facon spé- 
cifique pour le type correspondant et qui n’offrent presque 
aucune réaction avec les bacilles du type hétérologue. L’anti- 
eéne du type est donc celui qui peut le mieux servir a carac- 
tériser les souches aviaires, et c’est sa présence qui nous a 
permis de classer les souches d’aspect aviaire en quatre types 
sérologiquement distincts. 


CARACTERES CULTURAUX ET BIOLOGIQUES 
DES QUATRE TYPES AVIAIRES. 


Les recherches sérologiques précédentes nous ont permis 
d’entreprendre une étude plus détaillée des propriétés cultu- 
rales et biologiques de ces quatre types. Il s'agissait, en parti- 
culier, de préciser s’il existe, indépendamment de la spécifi- 


(4) Nous exprimons tous nos remerciements 4 MM. A. et P. Boquet, 
L. Négre, P. Armand-Delille, A. Saenz, F. Van Deinse, K. Birkhaug, 


U. Battaglini et R.-K. Goyal qui ont bien voulu mettre a notre dispo- 
sition une partie des souches qui ont fait l’objet de ces recherches. 
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cité sérologique, d’autres caractéres qui permettraient d’iden- 
tifier et de distinguer ces différents types et de déterminer 
quelles sont les propriétés qui les relient entre eux. Le pre- 
mier fait qui découle de nos recherches est que toutes les sou- 
ches aviaires isolées d’oiseaux tuberculeux, et que nous avons 


Fic. 4. — Souche aviaire du type II (donnant des cultures rugueuses sur 
pomme de terre glycérinée) ensemencée en suspensions diluées sur le milieu 
de Liwenstein. Colonies petites et hémisphériques sur les tubes ensemencés 
avec les suspensions les plus épaisses (4 gauche), grandes colonies en forme 
de marguerite sur les tubes ensemencés avec les suspensions trés diluées (a 
droite). 


étudiées, appartiennent, sans exception, au typeI ou au type II. 
Sur 34 souches provenant d’oiseaux tuberculeux, 17 réagis- 
saient avec les antisérums du type I et 17 avec les antisérums 
du type Il. Mais ces types se trouvent aussi en grand nombre 
parmi les souches isolées de l’organisme du cobaye. Ainsi, 
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sur 59 souches isolées de cobayes, 16 appartiennent au type I 
et 18 au type II. | 
La virulence des souches des types I et II est trés 
variable. On trouve parmi elles des souches de virulence 
élevée qui tuent la poule en quatre semaines environ & la dose 


Fic. 2. — Autre souche aviaire du type II 
ayant les mémes caractéres que celle représentée dans la figure }. 


de 0 milligr. 01 par voie veineuse, en donnant un tableau de 
tuberculose nodulaire miliaire. Des doses de 4 milligramme 
et plus entrainent une mort plus rapide en produisant une 
tuberculose du type Yersin. Par contre, d’autres sont moins 
virulentes et ne produisent qu’a forte dose une tuberculose 
miliaire ou du type Yersin ; d’autres encore, injectées a des 
doses énormes de 10 4 20 milligrammes sont entiérement avi- 
rulentes pour la poule et le lapin. 
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Quant a leurs cultures, ces souches posstdent tous les 
caractéres typiques des souches aviaires. Elles forment, en 
général, sur les milieux une souche crémeuse, lisse, mais, 
parlois, elles se dissocient sur la pomme de terre glycé- 
rinée, en variantes rugueuses ayant un aspect granuleux et 
sec. Ensemencées en suspensions trés diluées sur le milieu 
de Lowenstein, elles s’y développent, en général, sous forme 


Fic. 3. — Subculture de la souche préseutée dans la figure 2. 
Nouveau changement de l’aspect des colonies. 


de petites colonies hémisphériques a surface lisse et a 
bords réguliers et qui conservent en général la méme taille. 
Cependant, certaines souches, surtout parmi celles qui pren- 
nent sur la pomme de terre glycérinée un aspect rugueux, 
donnent parfois aussi des colonies trés étalées, et Aa surface 
ondulée, ou bien en forme d’anneau ou de rosette. Cet aspect 
des colonies ne caractérise pas néanmoins toutes ces souches 
d’une maniére constante, car on trouve sur les différents tubes 
ensemencés en méme temps des colonies d’aspect fort diffé- 
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rent. Les figures 1 et 2 montrent, par exemple, deux souches 
aviaires du type II, entretenues depuis plusieurs années sur 
pomme de terre glycérinée, et ayant acquis sur ce milieu un 


Fic. 4. — Culture de deux souches du type Ill. 
Aspect polymorphe des colonies (Gros 2: 1). 


aspect assez rugueux. Ces souches, ensemencées en suspension 
diluée sur le milieu de Lowenstein, présentent l’aspect carac- 
téristique des colonies du bacille aviaire dans les tubes conte- 
nant de nombreuses colonies ; mais si on ensemence des dilu- 
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tions plus fortes, on obtient des aspects de colonies trés diffé- 
rents. L’inconstance de la morphologie des colonies est égale- 
ment illustrée par la figure 3 ot on voit des colonies sur milieu 
de Lowenstein de la souche représentée dans la figure 2 et qui 
a subi trois nouveaux passages sur pomme de terre glycérinée. 
Les colonies ont pris de ce fait un aspect différent. 


Fre. 5. — Souche aviaire du type I. A gauche : grandes colonies muriformes 
(premier isolement 4 partir de lorganisme de cobaye. Nous devons ce tube 
de culture 4 l’'amabilité de M. Saenz). A droite : petites colonies hémisphé- 
riques du type aviaire de la subculture obtenue par ensemencement en sus- 
pensions trés diluées sur le milieu de Lowenstein. 


La variabilité de la forme des colonies est trés marquée pour 
les souches du troisiéme type. Quand on ensemence ces souches 
en suspensions trés diluées, on obtient dans le méme tube, a 
cdté de colonies petites et hémisphériques identiques a celles 
des bacilles aviaires typiques des types let I, des colonies plus 
grandes, étalées, & surface ondulée, muriformes ou présentant 
l’aspect d’une marguerite avec un bouton central (2 souches 
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de ce troisiéme type sont représentées dans la figure 4). Les 
cultures offrent ainsi un aspect tras polymorphe, et c’est 1A 
un caractére dillérentiel d’assez grande valeur pour reconnai- 
tre, par le seul examen des cultures, les souches du troisiéme 
type. Il est cependant évident que la confusion avec les colo- 
nies atypiques des types I et If est trés possible. A. Saenz, 
L. Costil et M. Sadettin, dans leur étude sur le « nouveau 
type de bacille acido-résistant, parasite du cobaye neuf », qui 


Fic. 6. — Souche du type IV. A gauche, colonies oblenues par isolement a 
partir de lorganisme d’un cobaye inoculé. A droite : colonies obtenues par 
Vensemencement de cette souche en suspensions diluées sur le milieu de 
Lowenstein. 


est celui que nous appelons type III (5), ont fait la méme cons- 
tatation, mais ils pensent que l’aspect des colonies de premier 
isolement 4 partir de l’organisme animal serait plus caracté- 
ristique par son polymorphisme que celui des subcultures. Nous 
avons cependant rencontré une souche du type I isolée d’un 
cobaye par A. Saenz, qui, au premier isolement, présentait un 
aspect semblable a celui des souches du type If, mais qui 


(5) La premiére description des caractéres bactériologiques et sero- 
logiques de ce type se trouve dans nos communications. « Sor type 
particulier de bacilles acido-résistants isoiés de l’organisme du 


cobaye ». C. R. Soc. Biol., 442, 1935, p. 961 et 1086. 
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donna des petites colonies hémisphériques caractéristiques des 
souches aviaires du type I ou II quand elle fut réensemencée 
en suspension trés diluée (fig. 5). Dans ce cas, les repiquages 
ont donc donné des colonies d’un aspect plus caractéristique 
que celui de la culture initiale. Ce fut également le cas pour 
une souche du type IV isolée par P. Armand-Delille (fig. 6) 
dont la culture obtenue a partir des organes d’un cobaye ino- 
culé, était composée de grandes colonies a surface ondulée, 
tandis que l’ensemencement de la culture de cette souche en 
suspensions diluées donnait naissance & des colonies unitor- 
mément hémisphériques. La morphologie des colonies ne peut 
donc pas servir de base stre, pour la différentiation des types 
aviaires. 

Il nous reste a rechercher si l’étude du pouvoir pathogéne 
des souches du troisiéme type constitue un bon caractére dilfé- 
rentiel vis-a-vis des souches des autres types. Tous les auteurs 
qui ont étudié la virulence des souches de ce type (A. Saenz, 
L. Costil et M. Sadettin [4, 12, 13], U. Battaglini [5], J. Valtis 
et F. van Deinse [15], et nous-méme [4] ont constaté qu’elles 
se distinguent des souches aviaires classiques par leur pouvoir 
pathogéne faible ou nul pour Ja poule et le lapin. Aucune 
souche de ce type ne s’est montrée capable de tuer la poule 
et le lapin par injection intra-veineuse a des doses inférieures 
a 0 milligr. 1. Par contre, les trés fortes doses, de 1 a 10 milli- 
grammes, provoquent assez souvent la mort des animaux au 
bout de quelques semaines, donnant une septicémie du type 
Yersin caractérisée par la congestion du foie et de la rate, la 
présence de bacilles plus ou moins nombreux dans les organes, 
lamaigrissement et, parfois chez le lapin, la présence de gra- 
nulations sur les poumons (A. Saenz et ses collaborateurs [13], 
J. Bablet, J. Valtis et F. Van Deinse [15], W. Schaefer [7}). 

A. Saenz, qui a étudié l’action pathogéne de 14 souches de 
ce type, conclut qu’a « doses massives, 4 4 10 milligrammes 
par voie veineuse, leur action peut étre confondue » avec 
celle des bacilles aviaires, tandis qu’& doses minimes « ces 
souches ne donnent presque jamais de lésions nodulaires et 
demeurent inoffensives ». D’aprés ces constatations, qui con- 
cordent avec les ndtres, s’il est possible de différencier ces 
bacilles des bacilles aviaires virulents, l’expérimentation sur 
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les animaux ne permet pas de les distinguer des bacilles 
aviaires peu virulents ou avirulents. Nous pensons, en effet, 
qu il n’y a aucune raison pour attribuer A leur virulence par- 
ticuliére pour la poule et le lapin une valeur différentielle qui 
permettrait de les distinguer des souches aviaires avirulentes 
ou peu virulentes. La seule méthode sur laquelle on puisse 
se fonder pour différencier ces diverses souches d’une facon 
sire est la méthode sérologique. 


Fic. 7. — Souche du type IV. 
Ensemencement d’une suspension diluée sur le milieu de Lowenstein. 


Quant au quatriéme type aviaire, nos expériences se basent 
uniquement sur 1’étude de deux souches. L’une a été isolée 
par P. Armand-Delille [44] du sang d’un enfant tuberculeux, 
lautre par A. Saenz des organes d’un cobaye inoculé avec le 
sang d'une femme tuberculeuse. Les colonies de ces deux 
souches apparaissent dans les mémes délais que celles des 
bacilles aviaires typiques ; elles montrent, comme celles-ci, 
des colonies d’un aspect assez uniformément hémisphérique 
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sans le polymorphisme marqué et lVabondance de colonies 
géantes qu’on rencontre pour les souches du type II (fi- 
gures 6 et 7). Les réserves que nous avons faites pour les 
autres types & propos de la constance et la valeur diagnos- 
tique des caractéres morphologiques s’appliquent aussi a ce 
quatriéme type. La souche isolée par P. Armand-Delille, ino- 
culée & la dose de 1 milligramme aux cobayes les a sensibi- 
lisés légérement & la tuberculine. Sacrifiés aprés cing mois, 
ces animaux ont été trouvés porteurs d’un abcés caséeux a 
lendroit de linoculation. Le pus de cet abcés contenait des 
bacilles acido-résistants. Les organes étaient indemnes de 
lésions. Les poules et les lapins inoculés avec 4 milligramme 
et 0 milligr. 4 par voie veineuse et sacrifiés aprés trois et 
cing mois, ne présentaient pas de lésions macroscopiques. Les 
organes nous ont redonné des cultures identiques a celles que 
nous avions inoculées. La souche isolée par A. Saenz se com- 
porte d’une facon analogue d’aprés les indications que cet 
auteur a bien voulu nous confier. 


ETUDE DES CARACTERES COMMUNS AUX QUATRE TYPES 
ET DE LEURS CARACTERES DIFFERENTIELS AVEC LES SAPROPHYTES 
ACIDO-RESISTANTS. 


Nous avons montré la parenté trés grande qui existe entre 
les souches de ces 4 types. Rappelons d’abord les caractéres 
communs qui les différencient des saprophytes acido-résis- 
tants. Contrairement & ceux-ci, les souches décrites se déve- 
loppent assez lentement sur les milieux de culture, et seuls 
les différents milieux utilisés pour la culture des bacilles 
tuberculeux des mammiféres permettent leur développement 
appréciable. I] est vrai que certaines souches se développent 
aussi, bien que médiccrement, sur les milieux d’une compo- 
sition assez simple (gélose glycérinée ou non, gélose Sabou- 
raud), mais |’étude de l’utilisation des matiéres carbonées par 
ces souches, d’aprés la méthode de H. Braun [49], montre 
qu’elles ont les mémes exigences que les bacilles tuberculeux 
des animaux a sang chaud. Sur le milieu synthétique indiqué 
par H. Braun (Chlorure d’ammonium, 0 gr. 5; sulfate de 
sodium, 0 gr. 5 ; sulfate de magnésium, 0 gr. 005 ; KH?P0‘, 
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O gr. 05 ; K°HPO*, 0 gr. 15 ; source de carbone, 0 gr. 5 ; eau 
bidist., ad. 100 cent. cubes), contenant comme seule source 
d’azote un sel ammoniacal, leur développement exige, comme 
pour les bacilles tuberculeux, la présence de glycérine comme 
source de carbone, tandis que les sels des acides lactique, suc- 
cinique et butyrique et la mannite ne sont pas utilisés [7]. 
La comparaison de la faculté d’assimilation de ces souches 
vis-a-vis de la glycérine et de la mannite, proposée comme 
moyen de différentiation des bacilles tuberculeux et des 
bacilles paratuberculeux par H. Braun [20] et P. Haudu- 
roy [24], effectuée sur le milieu de H. Braun, nous a donné 
des résultats particuligrement nets. Les souches des 4 types 
aviaires se développent uniquement en présence de glycé- 
rine, tandis que les saprophytes acido-résistants donnent une 
culture tout aussi abondante en présence de mannite qu’en 
présence de glycérine. 

Comme les bacilles aviaires typiques, les bacilles des 
4 types se développent trés lentement & 20°, et mieux & des 
températures plus élevées, jusqu’é 45°, mais a 30°, leur déve- 
loppement est arrété. Inoculées & une dose de 4 & 410 milli- 
grammes par voie sous-cutanée au cobaye, elles sensibilisent 
cet animal a la tuberculine et elles produisent, dans les cul- 
tures liquides, des tuberculines qui se montrent actives par 
épreuve intradermique chez le cobaye jusqu’d la dilution 
au 1/100. 

Un caractére qui permet de distinguer de facon particulié- 
rement nette les bacilles du groupe aviaire des saphophytes 
acido-résistants, est leur virulence par inoculation sous-occi- 
pitale d’aprés les recherches de A. Boquet et R. Broca. Ces 
auteurs ont montré que des souches des types I, IH et IH, 
méme dénuées de pouvoir pathogéne, quand on les inocule 
par toutes les autres voies, tuent le lapin par voie sous-occi- 
pitale & la dose de 0 milligr. 01 en quelques semaines avec des 
symptémes paralytiques. Les saprophytes acido-résistants, 
comme le bacille de la fléole et les bacilles des animaux a 
sang froid (B. du serpent, de la tortue), inoculés par la méme 
voie a doses élevées, se montrent par contre entiérement imot- 
fensifs. Il est indiqué de mentionner encore la persistance 
parfois trés longue des bacilles des 4 types dans l’organisme 
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des animaux infectés, ainsi qu’il ressort pour le bacille 
aviaire des recherches de A. Boquet, A. Saenz et L. Costil [23] 
et leur résistance au traitement par l’acide sulfurique qu ils 
partagent avec les bacilles humains et bovins (W. Schae- 
fer [7], A. Saenz |43]). Les souches de ces types possédent en 
outre, un certain pouvoir vaccinant contre une infection 
tuberculeuse virulente, ainsi que Mac Fadyean [24] l’a montré 
pour les souches aviaires typiques, A. Saenz et ses collabora- 
teurs [44], pour celles du type II, et P. Armand-Delille et 
M"® Bloch [49] pour une souche du type IV. 

Toutes ces propriétés communes dilférencient les souches 
décrites des saprophytes acido-résistants et les rapprochent 
plutot des bacilles des animaux a sang chaud. Mais a-t-on 
le droit d’affirmer que toutes ces souches appartiennent au 
méme groupe que les bacilles de la tuberculose aviaire ? I 
parait, au premier abord, surprenant de vouloir réunir dans 
le méme groupe des bacilles hautement virulents pour les 
oiseaux, et d’autres, comme les bacilles des types III et IV 
qui n’ont jamais été rencontrés dans les infections spon- 
tanées des oiseaux et qui, en outre, sont trés peu virulents 
pour ces animaux. Mais nous avons vu que la virulence n’est 
pas un caractére sulfisamment constant pour le considérer 
comme d’importance spécifique, étant donné que chaque 
espéce pathogéne renferme aussi des souches avirulentes (6). 

En réalité, il n’existe, en dehors du pouvoir antigéne, 
aucun caractére véritablement distinctif entre ces 4 types de 
bacilles acido-résistants. C’est pourquoi nous pensons que, 
conformément aux principes de classification bactériologique, 
on est en droit de les considérer comme appartenant a un 
groupe unique qu’on pourrait appeler, d’aprés ses représen- 
tants les plus importants, le groupe aviaire des bacilles acido- 
résistants. 


(6) Les essais entrepris pour différencier les bacilles du troisiéme 
groupe des bacilles tuberculeux aviaires vrais, par la courbe du pH 
sur les milieux liquides, n’ont pas donné de résultats satisfaisants 


(R. K. Goyal [25] et A. Saenz [43]). 
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EPIDEMIOLOGIE ET REPARTITION DES TYPES 
DANS LES INFECTIONS ANIMALES. 


Au point de vue immunologique et épidémiologique, la dis- 
tinction de types différents parmi les bacilles du groupe 
aviaire pose de nouveaux problémes. Il ressort de nos expé- 
riences que l’existence d’antigénes fixateurs spécifiques des 
bacilles aviaires est tout A fait indépendante du pouvoir 
pathogéne de ces germes. Ce sont donc d’autres facteurs qui 
conditionnent la virulence. Il est possible, par contre, que ces 
antigénes spécifiques jouent un rdle dans le processus 
d’immunisation active contre ces infections. Des expériences 
d’immunisation avec les différents types aviaires et des 
épreuves avec des bacilles de types homologues ou hétéro- 
logues pourraient éclaircir cette question qui ne manquerait 
pas d’intérét pratique pour la vaccination de certains élevages 
de poules contre la tuberculose aviaire. 

Au point de vue épidémiologique, nos recherches ont 
montré que la tuberculose aviaire est due, sinon exclusive- 
ment, du moins dans la grande majorité des cas, aux 
types I et II, et que la fréquence de ces deux types chez 
les oiseaux est sensiblement la méme (tableau VIII). Il serait 


VIII. — Distribution des différents types, parmi les souches 
du groupe aviaire, isolées de cobayes et d’oiseaux. 


NOMBRE ABSOLU POURCENTAGE 
Cobayes : 
Tiare? ao. ot hb POMC no Sian ESC aon 16 27,4 
hyper lity nmey < sieke eek eae nes ce wt 18 30,5 
yas WMS 5. oo hes Sn Oe iaee eS 24 40,5 
ETAVi0. Gall Viiomhen kote -f each ier Ieee pss: iL 1,8 
Oiseaux 
IMME IS € 5 9 Bac 2 op 6 cage Oe 47 50,0 
TNS Jil. oy eo aoe Seem onssoens 47 50,0 


intéressant de savoir si des recherches poursuivies dans 
d’autres régions gue la région parisienne montrent une 
répartition analogue des types. En outre, nous avons eu 
Voccasion d’examiner 59 souches aviaires qui ont été isolées 
pour le plus grand nombre de cobayes d’expériences. De 
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méme que pour les souches provenant d’oiseaux tubercu- 
leux, nous avons trouvé parmi les souches isolées du cobaye 
des nombres équivalents de souches des types I et II (16 et 
18). Mais nous avons rencontré encore un nombre consi- 
dérable de souches du type III et une seule souche du 
type IV. L’origine de ces infections n’est pas encore élu- 
cidée. D’aprés A. Saenz et L. Costil [13], il s’agit soit 
d’infections spontanées par la nourriture, soit d’infections 
accidentelles par suite de piqires répétées faites au cours des 
expériences. Des infections aérogénes de cobayes se trouvant 
en contact soit avec des oiseaux, soit avec des cobayes expé- 
rimentalement infectés, ont été signalées par A. 8S. Gril- 
fith [26] et par R. Helm [27]. L’infection des cobayes, a la 
suite de piqures répétées, avait été signalée également par 
C. Ninni et J. Bretey [28]. A propos de ces souches isolées de 
cobayes, nous reprendrons a notre compte une remarque que 
A. Boquet [29] a faite au sujet d’un bacille, aviaire non 
virulent pour le lapin et la poule isolé chez deux cobayes 
auxquels cet auteur avait inoculé le liquide céphalo-rachidien 
d’un enfant ayant présenté des troubles nerveux passagers : 
« Sans doute les recherches effectuées par A. Saenz et L. Cos- 
til, par M™° Gaiginski et par nous-méme fournissent la 
preuve que des cobayes, en apparence sains, hébergent 
parfois des bacilles acido-résistants dont certains sont capa- 
bles d’engendrer une allergie durable ; toutefois, la propor- 
tion en est minime. D’autre part, nous sommes trop averti 
des causes d’erreurs qui peuvent se glisser dans les recherches 
les mieux conduites, depuis le préléveiment jusqu’éa | inocula- 
tion des produits suspects, pour conclure de cette observa- 
tion au réle étiologique de notre microbe. » 

I] est donc, pour le moment, impossible de se prononcer sur 
Vorigine des souches aviaires parasitant le cobaye et sur la 
fréquence réelle des 4 types isolés chez cet animal. 


APPLICATION PRATIQUE DU SERO-DIAGNOSTIC DES BACILLES 
DE LA TUBERCULOSE AVIAIRE. 


I] ressort des recherches précédentes que les réactions séro- 
logiques des souches aviaires peuvent étre utilisées pour leur 
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identification. Voici encore quelques précisions pour l’appli- 
cation pratique de la réaction de fixation du complément 
comme test d’identification des souches et telles qu’elles dé- 
coulent des expériences citées plus haut. L’émulsion bacil- 
laire, dont le type est A déterminer, doit étre examinée en 
présence des antisérums des types aviaires absorbés ou non 
suivant la spécificité que ce sérum posséde. La souche exami- 
née appartient au type dont elle fixe l’antisérum. II sera utile 
d’étudier en méme temps 4 souches connues appartenant A 
chacun des 4 types pour s’assurer de la spécificité de la réac- 
tion. Etant donné que les souches isolées de cas de tuberculose 
aviaire spontanée, semblent appartenir exclusivement au type 
I ou I, il suffira d’examiner ces souches en présence des anti- 
sérums de ces deux premiers types pour établir le diagnostic. 
La technique peut méme étre simplifiée encore, s’il s’agit tout 
sumplement de Jlidentification d’un bacille de tuberculose 
aviaire, Sans se préoccuper deson type particulier. Dans ce cas, 
on peut, en effet, se servir d’un seul antisérum « bivalent », 
préparé avec un mélange des deux premiers types aviaires. Un 
tel antisérum, débarrassé de ses anticorps de groupe, réagira 
indistinctement et spécifiquement, comme l’expérience nous 
l’a montré avec toutes les souches de tuberculose aviaire 
spontanée. 

La séro-identification des bacilles aviaires présente de 
grands avantages par rapport a lidentification par l’inocu- 
lation & des animaux réceptifs : 41° par la rapidité avec 
laquelle les résultats sont obtenus ; et, 2° par sa streté, 
puisqu’elle est a l’abri des causes d’erreur qui, au cours 
de l’expérimentation sur les animaux, peuvent provenir 
d’infections spontanées des oiseaux par des bacilles aviaires 
et dont le dépistage est difficile en raison de la faible 
sensibilité de ces animaux vis-a-vis de la tuberculine. Elle per- 
met en outre J’identification des souches aviaires avirulentes 
ou peu virulentes pour lesquelles l’expérience sur les animaux 
échoue complétement [6]. 

L’examen sérologique trouve encore une application pour 
le controle de la pureté des souches aviaires [44]. Nous avons 
trouvé, en effet, quelques souches aviaires qui réagissaient a 
la fois avec les antisérums des deux types aviaires. L’antisé- 
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rum que nous avons préparé avec une de ces souches contenait 
également des anticorps réagissant avec les deux types, et 
nous avons pu montrer, par des expériences d’absorption sé- 
parée de chacun de ces anticorps, qu’il s’agissait véritable- 
ment de deux anticorps pour deux types aviaires différents. 
La sérologie permet donc de mettre en évidence |’existence 
de contamination d’une souche aviaire par une autre souche 
aviaire appartenant 4 un type dilférent. 


CONCLUSIONS. 


1° La réaction de fixation du complément par des émul- 
sions bacillaires et des antisérums privés de leurs anticorps de 
groupe par absorption, permet |’identification sérologique des 
bacilles tuberculeux aviaires. Parmi 94 souches isolées de cas 
de tuberculose spontanée chez des oiseaux ou chez des cobayes 
non tuberculeux, quatre types sérologiques ont pu étre distin- 
gués. 

2° Ces quatre types ont de nombreux caractéres communs : 
aspect lisse sur les mihieux de culture, développement entre 
20° et 45°; exigences nutritives (pouvoir assimilant pour les 
sources de carbone) comparables a celles des bacilles tuber- 
culeux des animaux a sang chaud, sensibilisation du cobaye 
a la tuberculine, et production d’une tuberculine assez active, 
virulence pour le lapin en inoculation sous-occipitale ; longue 
persistance dans lorganisme des animaux infectés et survie 
apres un traitement par l’acide sulfurique a 35 p. 100 comme 
les bacilles tuberculeux. 

3° Les types I et II ont les enidaee classiques des bacilles 
de la tuberculose aviaire; ils renferment les bacilles tubercu- 
leux aviaires proprement dits, virulents pour la poule et le 
lapin, et des souches plus ou moins avirulentes. 

4° Le type III n’a été trouvé jusqu’a présent que comme pa- 
rasite accidentel du cobaye. Il est peu ou pas virulent pour la 
poule et le lapin, et il se distingue des deux premiers types 
par le polymorphisme, en général, plus accentué de ses colo- 
nies sur le milieu de Lowenstein. Cet aspect se rencontre ce- 
pendant parfois aussi pour quelques souches des autres types. 

3° Le type IV n’a été rencontré que deux fois. Il se rap- 
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proche par ses caractéres culturaux et biologiques des bacilles 
avirulents des autres types. 

6° Ces quatre types ne se différencient donc d’une 
facon sire, que par leurs caractéres sérologiques, et ils for- 
ment un groupe biologique qu’on pourrait appeler, d’aprés 
ses représentants les plus importants, « le groupe aviaire » 
des bacilles acido-résistants. 

7° Les types I et Il sont les seuls agents de la tuberculose 
spontanée des oiseaux, et ils sont rencontrés avec une fré- 
quence sensiblement égale. Les quatre types ont été trouvés 
comme parasites accidentels chez des cobayes d’expériences. 

8° La détermination sérologique des types facilite grande- 
ment l’identification des souches aviaires virulentes et aviru- 
lentes et permet également un contréle aisé de la pureté de 
ces germes. 
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ETUDES SUR LA DISSOCIATION /W VIVO DES BRUCELLA 
PAR INOCULATION AUX ANIMAUX TUBERCULEUX () 


lar W. SARNOWIEC. 


Unstitut Pasteur. Laboratoire de Recherches 
sur la tuberculose.) 


Dés la fin du xix® siécle, on avait pensé qu’une variation 
naturelle, désignée aujourd’hui sous le nom de « dissocia- 
tion » se produisait chez certaines espéeces bactériennes. Tout 
d’abord, on trouve les affirmations de Nageli (1882) [45] 
d’aprés lesquelles les « cocci se transforment en batonnets, et 
les batonnets en spirilles » ; puis celles des fréres Buchner 
(4883) [4] qui affirment que B. anthracis n’est-qu’une autre 
forme de B. subtilis, etc. 

Mais le postulat de Koch pour qui la fixité et l’invariabilité 
des espéces bactériennes étaient un dogme, s’opposait a ces 
conceptions. 

Vers la méme époque, le botaniste Cohn insistait, avec la 
méme intransigeance, sur la conservation des types bactériens 
et avait construit tout un systéme des espéces basé entiére- 
ment sur leurs caractéres morphologiques et biochimiques. 

Mais, pendant le rapide développement de la science bacté- 
riologique, des publications relataient, de temps a autre, 
d’étonnantes variations bactériennes. Ces travaux, notam- 
ment, des auteurs comme Lehmann et Neumann, Kossel et 
Kolle; Kruse [42] avec le Vibrion cholérique (souche VI), 
Gruber et Fivtch [8] sur Vibrio de Finkler-Prior, etc..., res- 
taient cependant sans écho : on attribuait les faits observés a 
une hypothétique contamination et, si parfois on les admet- 
tait, on ne leur reconnaissait aucune importance pratique. 


(*) Notre étude est limitée 4 l’action du passage de Brucella abortus 
(type bovis) chez des animaux ayant recu une injection de bacilles 
tuberculeux virulents ou tués par la chaleur, ou de BCG. 
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Le dogme de l’absolue constance des types microbiens res- 
tait absolument intangible. 

Ce n’est qu’en 1906 et 1907, que Neisser [46] et Massini [44] 
réaffirmérent avec éclat leurs observations sur les « varia- 
tions » du B. colt. 

Les recherches de Kowalenko (1910) [43], provoquées par 
les critiques de Kolle, en furent une confirmation: Kowalenko 
eut la précaution de prendre, comme point de départ, une uni- 
que bactérie. 

Ce résultat, remarquable pour son temps, permit, par ana- 
logie, d’introduire dans l'étude des variations microbiennes 
le terme « mutation » utilisé par Hugo de Vries en botanique. 

Les études de Neisser et Massini servirent de base et de sti- 
mulant & un trés grand nombre de recherches effectuées entre 
1907 et 19414, spécialement par l’école anglaise ot l’on re- 
trouve un nombre considérable d’allusions 4 des cas de « mu- 
tation microbienne ». Plusieurs de ces observations, princi- 
palement celles de source allemande, furent raSsemblées par 
Eisenberg (14914) [7| dans une monographie ot il s’efforca 
d’analyser les divers types de variations et de les classer sui- 
vant leur importance : modifications, fiuctuations, formes per- 
manentes (ces derniéres désignées sous le terme de mutations). 

Puis, en 1918, parut louvrage classique de Baerthlein [2] 
portant sur 14 espéces bactériennes, au point de vue de Jeurs 
variations, de leur morphologie, de leur chromogenése, de 
leurs réactions biochimiques et sérologiques et de leur viru- 
lence. 

Arkwright [4], dans son travail sur les variations des colo- 
nies du groupe typhique-coli-dysentérique montre que, parmi 
elles, il a observé et distingué deux types : R (rough ) et 
S (smooth). Il décrit leur morphologie, leurs caractéres de cul- 
ture, leurs réactions biochimiques et sérologiques. Des études 
similaires ont été faites par de Kruif (1924) sur les variétés de 
formes de colonies et les propriétés biologiques de B. lepisepti- 
cum, pour lequel il a trouvé que la virulence est la caractéristi- 
que certaine de la variante S et absence de virulence celle 
de la variante R. En outre, il a remarqué que la variante S 
posséde un plus grand pouvoir antigéne. 

Le travail de Weil et Félix (1917) [26!, sur le Proteus X 19, 
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confirme les constatations ci-dessus. Les auteurs ont décrit 
les types des colonies O et H douées de propriétés antigénes 
différentes : les colonies O donnent un sérum qui produit un 
type d’agglutination fine et les colonies H un type d’aggluti- 
nation grossiére. En outre, ils ont signalé également la ther- 
molabilité de lVantigéne H et la thermostabilité de l’anti- 
géne O. 

Ces constatations se sont trouvées rapidement confirmées 
dans leurs grandes lignes pour certaines autres espéces micro- 
biennes, telles que le streptocoque par Mary Cowan (1922- 
1924) [3], les pneumocoques par Griffith (1923) [9] et Reiman 
1925) [18], le B. enteritidis « Aertrycke » par Topley et Ayrton 
(1924) [25] et par Bruce et White (1925) [5] pour le groupe 
Salmonella, par Julianelle (1926) [44] pour le B. de Friedlan- 
der, par Hadley (1927) [40] pour le groupe Brucella et B. pyo- 
cyaneus, et par Soule (1928-1932) [23] pour B. subtilis, B. my- 
coides, B. megatherium, B. mesentericus et B. cereus. 

Quant aux premiers travaux se rapportant aux variations 
de Br. melitensis, ils sont présentés dans |’ceuvre classique de 
Burnet (1925) [6]. Cet auteur, examinant de nombreuses sou- 
ches dece bacille, remarqua qu’en présence d’un sérum donné, 
les unes agglutinaient 4 des taux élevés de dilution (1/2.000 a 
1/1.000), les autres & des taux moindres (1/100 a 4/200), 
d’autres presque pas ; de plus, il y aurait des souches inter- 
médiaires. 

I] distingua cependant 2 catégories I et IL. Si nous immuni- 
sons des lapins, respectivement avec les antigénes I et II, le 
sérum, I agglutine trés bien la souche I, faiblement 
la souche IL ; le sérum obtenu avec l’antigéne I agglutine tres 
bien cet antigene, mais aucunement I’antigéne I. 

Burnet constata également qu'il était difficile, avec Vanti- 
gene II, de conférer un pouvoir agglutinant au sérum du lapin 
et qu’il était toujours inférieur, au point de vue de l’'agglutina- 
tion, a l’antigéne I. 

Continuant ses travaux sur Br. abortus, Burnet obtint con- 
firmation des résultats qu’il avait déja eus avec Br. meliten- 
tis. Cependant, c’est Ross [47] qui, & ce sujet, précisa la ques- 
tion : ses recherches portent, en particulier, sur 5 melitensis, 
3 aborlus bovis et 1 para-melitensis. 
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Par des expériences d’absorption, il confirme la diffé- 
rence sérologique entre Br. melitensis et Br. abortus que la 
seule agglutination ne peut montrer. Cette derniére ne per- 
met de différencier que, d’une part B. melitensis, d’autre part 
Br. para-melitensis et Br. para-abortus. 

Enfin, étudiant 8 sérums provenant d’humains atteints de 
fiévre ondulante, il en trouve 6 correspondant  séro- 
logiquement a Br. abortus et 2 & Br. para-abortus bovis. 

Ross estime que le groupe melitensis et abortus répond au 
type S, et le groupe para-melitensis et para-abortus au 
type R. 

Le tout récent travail de Szymanowski [24] confirme les 
travaux cités ci-dessus en ce qui regarde la transformation du 
B. de Bang de la forme § a la forme R. 

Enfin, des recherches entreprises par nous-méme en 1931- 
1933 [20] nous avaient déji permis de formuler les conclu- 
sions suivantes i 

1° Les souches, récemment isolées, de Br. bovis ne sont pas 
toujours agglutinées facilement par les sérums spécifiques ; 
privées, 4 ce moment, de pouvoir antigéne, elles peuvent 
Vacquérir dans les générations suivantes par simple repi- 
quage. 

2° Les pouvoirs agglutinant et antigéne des souches sont 
étroitement liés entre eux. 

3° Les souches de culture récente ne sont pas capables 
d’accroitre rapidement leur virulence par vieillissement ; les 
microbes paraissent stables sous ce rapport. 

En nous basant sur les expériences citées plus haut, nous 
avons essayé d’étudier les possibilités de dissociation du B. de 
Bang (Brucella abortus bovis) in vivo. 

Lorsque nos précédentes recherches [24] (obtention des pou- 
voirs agglutinant et précipitant) nous eurent montré l’action 
favorable de la tuberculose sur le développement de Br. abor- 
tus bovis, il nous parut intéressant de prélever et d’isoler 
des Brucella de ce type sur des animaux ainsi préparés, et 
de voir s’il en résultait des modifications de leurs caractéres 
culturaux et de leur pouvoir pathogéne. 

C’est pourquoi nous avons fait cette étude sur des animaux 
préalablement infectés par le bacille de Koch. 
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I. — Données expérimentales. 


Nous avons utilisé pour nos essais des souches de 
B. abortus du Laboratoire national de Recherches d’Alfort. 
Nous nous sommes servi de 4 souches ; parmi elles, 2 étaient 
fortement agglutinables (1/1.000), une l’était peu (1/400- 
1/300), la derniére ne |’était qu’é un taux insignifiant. Elles 
étaient cultivées sur gélose ordinaire, laissées vingt-quatre 
heures a |’étuve 4 37°, puis injectées, 4 la dose de 4 cent. 
cube, dans le péritoine d’animaux tuberculeux. 

Les animaux que nous avons soumis aux essais étaient a 
des stades divers de la tuberculose. L’infection avait été 
obtenue par inoculation sous-cutanée de bacilles du type hu- 
main ou du type bovin, vivants, a des doses allant de 1/4.000 
a 1/10.000 de milligramme. 

Les sujets étaient sacrifiés successivement du premier au 
quinziéme jour apres l’injection de Br. abortus. Les résultats 
de cette série d’essais sont condensés dans le tableau V. 

Les prélévements de foie, de sang, de rate et de liquide 
péritonéal étaient ensemencés sur gélose et bouillon ordi- 
naires, puis examinés aprés un séjour de vingt-quatre heures 
a l’étuve & 37°. Lorsque aucune colonie ne s’était formée, le 
prélévement était remis a ]’étuve pour une nouvelle période 
de vingt-quatre heures. 

Quand le résultat était positif, examen était fait au point 
de vue cultural, sérologique, physique et au point de vue de 
la virulence. 

Nous désignons par la lettre S les variétés de colonies de 
Br. abortus qui sont de consistance homogéne, facilement 
émulsionnables dans l’eau physiologique et dans d’autres 
liquides, non thermo-agglutinables, et par la lettre R la va- 
riété granuleuse « rugueuse », trés difficilememnt émulsion- 
nable et thermo-agglutinable. 

Des 4 souches dont nous disposions, 2 seulement, D et 
Neuville, se sont dissociées et se sont révélées identiques ; 
c’est pourquoi nous ne décrivons que la souche Neuville. 

A titre de controle, nous avons répété nos essais sur des 
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animaux sains et sur des animaux préparés avec du BCG ou 
avec des bacilles tuberculeux morts (dose : 4 milligramme). 
Nous avons toujours opéré suivant la méme technique et le 
méme mode opératoire que pour l’étude des cobayes tubercu- 
leux. 

Nous n’avons pas eu l’occasion de faire de remarque par- 
ticuliére sur ces animaux. C’est pourquoi nous nous bornons 
a résumer les faits constatés dans le méme tableau (n° V), 
ce qui permettra une trés facile comparaison avec ceux rela- 
tifs aux essais sur des animaux tuberculeux (4). 

Nota. — La souche de Brucella bovis, moculée & un cobaye 
tuberculeux, voit sa virulence accrue (2). Nous l’avons fait 
alors passer successivement par plusieurs organismes tuber- 
culeux afin de nous rendre compte si sa virulence augmente 
encore : l’expérience a été négative a ce point de vue. 


a 


Il. — Souche Neuville. 
Brucella abortus hovis isolée d’un . bovin. 


La souche Neuville (fig. 1), qui nous a servi dans nos expé- 
riences, était de type S provenant d’un bovin (enzootie 
d’avortement épizootique). Elle était cultivée au laboratoire 
depuis plusieurs années. 


CARACTERES PRINCIPAUX. — Les colonies sont réguli¢rement 
circulaires, de 0 mm. 5 environ de diamétre, humides et 
claires ; elles ont une fluorescence hleu-verdatre-jaune en 
lumiére transmise. Si l’on ensemence sur gélose, les colonies 
se développent trés rapidement avec une telle abondance 
qu'il est trés difficile de les distinguer les unes des autres. 

Les colonies se développent aussi bien en milieu alcalin 
(pH = 8) qu’en milieu acide (pH = 6.5). 


(1) Ces cas de dissociation, que nous avons obtenus, semblent avoir 
été déterminés par le hasard ; il ne nous est pas possible de fixer les 
divers points d’une technique qui permettrait de les obtenir A coup 
str. Toutefois, il semble qu’ils se produisent plus aisément lorsque le 
Bac. de Bang est présent depuis un temps suffisant dans l’organisme 
tuberculeux. 


(2) Voir ci-aprés les réactions données par la souche S. 
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La souche s’émulsionne trés facilement. dans l’eau physio- 
logique et dans d'autres liquides et demeure longtemps ‘sans 
sédimentation : l’émulsion reste uniformément trouble. 

Des frottis faits avec l’émulsion montrent, au microscope, 
des groupes de tout petits batonnets ovoides répartis en 
amas. 

Les bacilles isolés mesurent 1 » & 1 » 5 de longueur et 


Fic. 14. — Culture S sur gélose. 


0 » 5 de largeur. Ils sont immobiles et polymorphes et offrent 
des caractéres de coloration classiques pour l’espéce Brucella. 
Ils sont Gram-négatifs. Les colonies sur gélose sont lisses 
(humides), homogénes, avec une surface presque plate ; la 
culture ressemble de facon frappante 4 la culture du type S. 

Sur pomme de terre glycérinée, la souche Neuville donne 
une culture homogéne, luisante, crémeuse (fig. 2). 

Sur bouillon glycériné ou en bouillon ordinaire, elle pré- 
sente 1|’évolution suivante (fig. 3): 
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Tout d’abord, un développement initial diffus dans tout le 
milieu entrainant un trouble persistant environ une semaine. 
Ensuite, un abondant dépot s’accumule dans le ballon tandis 
qu'on note un léger éclaircissement du bouillon. 

Si nous partons du bouillon glycériné, dont le pH a été 
ajusté & 7,4, ce milieu devient acide (pH = 6,6) aprés environ 


Frc. 2. — Colonies R jeunes sur gélose. 


deux semaines de culture. Plus tard, on constate une réac- 
tion alcaline (pH = 8,8). 
Sur bouillon ordinaire, l’action acidifiante est peu marquée. 
Les essais d’action bactéricide de la chaleur (38) sur ces Bru- 


(3) La méthode employée pour Jes essais sur l’action bactéricide de la 
chaleur consiste & suspendre environ 4 milliards de bacilles dans 
1 cent. cube d’eau physiologique et a placer le mélange dans une 
pipette Pasteur (remplie 4 moitié) scellée A la flamme. Les pipettes 
sont complétement immergées dans un bain-marie fermé a tempéra- 
ture constante. Immédiatement aprés leur immersion, les pipettes sont 
ouvertes aseptiquement et 1 cent. cube environ du liquide est aspiré 
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cella ont montré qu’elles ré- 
sistent pendant quinze minu- 
tes a 56°, et sont détruites 
aprés une demi-heure a 56°. 
D’autre part, nous n’avons 
remarqué aucune réaction 
particuliére avec le bouillon 
et la gélose sucrés (glucose, 
lactose, lévulose, saccharose) 
ou mannités (mannite « En- 
do »), ainsi que sur la gélose 
sucrée tournesolée (glucose, 
lactose, lévulose, saccharose) 
ou mannitée. 

De méme elles n’attaquent 
et ne fermentent pas les su- 
cres. Toutefois, les ensemen- 
cements sur les géloses su- 
crées sont plus précoces et 
plus abondants par compa- 
raison avec ce que l’on_ ob- 
tient sur gélose ordinaire. 

La culture continue 4 la 
température du _ laboratoire 
(20 a 30°) aussi bien sur les 
milieux liquides que sur les 
milieux solides. 

Pour conserver cette sou- 
che, on peut la réensemencer 
toutes les six semaines si on 
la conserve au_ laboratoire, 


au moyen d’une pipette Pasteur 
et réparti dans des tubes con- 
tenant du bouillon et de la gélose. 

Ces derniers sont laissés a ]’étuve 
& 37° pendant quelques jours et 
réensemencés & nouveau dans les 
mémes milieux. On constate alors, 
a la lecture, la présence ou l|’ab- 
sence de colonies. 


Fic. 3. — Culture S sur pomme 
de terre (colonies jeunes). 
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et tous les deux ou trois mois si on la garde a la glaciére. 


VIRULENCE. — L’injection aux cobayes sains ne provoque 
aucune mortalité, méme aprés deux 4 quatre mois. La viru- 
lence est notablement plus faible que celle de la souche S$ 
obtenue par passage sur cobayes tuberculeux. 

Cependant, en sacrifiant un des sujets au bout d’un mois 
environ, nous avons pu prélever et cultiver une colonie de 
bacilles de Bang de méme type 8S. 


PRoprifétés séROLOGIQUES. — Agglutination : Les propriétés 
antigénes étaient bien marquées. Une émulsion de culture 
souche Neuville S (un tube de culture 16/16 pour 5 cent. 
cubes de sérum physiologique) est inoculée, & deux reprises, 
a la dose de 4 cent. cube, & quatre jours d’intervalle, a un 
lapin par voie intraveineuse ou & un cobaye par voie intra- 
péritonéale. L’animal est saigné douze jours aprés la seconde 
inoculation. On dispose alors d’un sérum doué d’un trés fort 
pouvoir agglutinant (1/1.000). 

D’autre part, avec 10 échantillons de sérums provenant de 
bovins naturellement atteints, nous obtenons de trés fortes 
réactions agglutinantes (1/4.000 4 1/3.000) suivant la valeur 
du sérum examiné. 

Pour tous nos essais sérologiques (agglutination, absorp- 
tion, déviation du complément), exposés dans le présent tra- 
vail, nous avons employé, comme antigéne, des cultures de 
quarante-huit heures de bacilles de Bang vivants, émulsionnés 
dans l’eau physiologique. 

Le sérum examiné était chauffé & 56° pendant une demi- 
heure, puis réparti dans une série de tubes (d = 5; e = 30) ; 
ces quantités correspondaient aux dilutions suivantes : 4/45, 
1/30, 1/60, 1/100, 1/300, 1/600, 1/1.000, 1/3.000, 1/6.000, 
1/10.000. Les résultats ont été lus aprés vingt-quatre heures 
de séjour a l’étuve (voir tableau ID. 

Absorption : L’essai d’absorption était effectué de la facon 
suivante : 


Le sérum était dilué, avec une solution saline, au taux de 1/64 ; 
ainsi, un sérum ayant un taux d’agglutination A 1/1.280 était dilué 
au 1/20. 
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Les Brucella étaient cultivées deux A trois jours sur gélose, lavées 
avec une solution 4 0,25 p. 100 d’eau salée et l’émulsion utilisée sans 
chauffage ni addition d’antiseptique. Elle était ensuite titrée et 
amenée 4 une teneur correspondant 4 3 milliards de germes par centi- 
métre cube (tandis que les suspensions d’agglutination n’avaient 
qu'une teneur de 1 milliard de germes par centimétre cube). Un égal 
volume de sérum et de suspension était mis en contact pendant plu- 
sieurs heures 4 37° et laissé ensuite au frigorigéne pendant vingt- 
quatre heures. On procédait alors 4 la centrifugation et le pouvoir 
agglutinant du liquide surnageant était essayé A une série de dilu- 
tions contre les souches homologues (Neuville, type S) et hétérologues R. 


Les résultats furent remarquablement nets. Il s’est trouvé 
que dans certains cas l’absorption n’était pas totale et que le 
sérum conservait encore la faculté d’agir sur une souche 
homologue (type S), mais & un taux trés bas (4/45, 1/60). 

Précipitation : Pour cette opération, nous avons utilisé le 
filtrat sur bougie L2 d’une culture ensemencée en bouillon 
glycériné ayant séjourné & l’étuve pendant un mois. Les 
sérums étudiés donnérent des réactions positives : & la zone 
de contact des deux liquides (sérum et filtrat) se forme un 
anneau assez épais qui disparait au bout de quelques minutes. 

Déviation du complément : Pour effectuer cette réaction, 
nous avons utilisé la méthode suivante : 

Les sérums examinés étaient chauffés & 56° pendant une demi- 
heure, puis versés dans une série de tubes aux dilutions ci-aprés : 
1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640, 1/1.280 et 1/2.560 obtenus 
dans un volume de 0 c.c. 25. On ajoute dans chaque _ tube, 
de méme capacité que celui que l’on emploie pour |’épreuve d’aggluti- 
nation, 0c. c. 25 d’antigéne (taux de 1 million de germes par centimétre 
cube), puis 0c. c. 25 d’alexine au 1/15. Aprés un séjour d’une 
heure A 1’étuve a 37°, on ajoute 0 c.c. 5 d’un mélange, a parties 
égales, de globules rouges de mouton a 5 p. 100 et de sérum hémoly- 
tique (trois A cinq doses minima lysantes). 


Le résultat de ’hémolyse obtenue aprés addition du sys- 
téme hémolytique est indiqué dans le tableau IV. 


Ill. — Garactéres biologiques de Br. abortus bovis 
souche Neuville dissociée in vivo en S et R. 


CARACTERES PRINCIPAUx. — 1. Souche S. Ces colonies 
(fig. 1), lorsqu’elles sont isolées, sont régulierement circu- 
laires, de 0 mm. 5 de diamétre, humides et claires; elles ont 
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une fluorescence bleu-verdatre en lumiére transmise. Con- 
fluentes, elles deviennent telles qu’il est impossible de les 
distinguer et forment un enduit transparent continu. 

Les colonies se développent aussi bien en milieu alcalin 
(pH = 8) qu’en milieu acide (pH = 6,5). 

Elles s’émulsionnent trés facilement dans l’eau physiolo- 
gique et dans d’autres liquides et demeurent longtemps sans 
sédimenter. L’émulsion reste uniformément trouble. Des 
trottis effectués montrent, au microscope, des groupes de 
batonnets ovoides immobiles répartis en tout petits amas Les 
bacilles se colorent facilement avec les colorants ordinaires. 
Us sont beaucoup plus sensibles aux matiéres colorantes que 
les précédents. 

Les bacilles isolés mesurent 1 » a1» 5 de longueur et 
0 » 5 de largeur ; ils sont Gram-négatifs, polymorphes, im- 
mobiles ; les colonies sur gélose sont lisses, de couleur 
bleutée. : 

Sur pomme de terre, la culture est crémeuse, luisante et 
homogéne avec une surface plate ressemblant tout a fait a 
celle de la variété type S. Les cultures de quelques jours rap- 
pellent les caractéres du bacille de la morve (fig. 2). 

Le développement, dans le bouillon glycériné ou en 
bouillon ordinaire, présente |’évolution suivante (fig. 3) : 

{° une multiplication initiale, diffuse dans tout le milieu, 
trouble persistant une semaine environ ; 

2° un abondant dépdt suivi d’un Jéger éclaircissement du 
bouillon. 

Le bouillon glycériné, de pH 7,4, devient acide (pH 6,2) 
aprés environ deux semaines, puis il redevient alcalin au 
bout de six semaines (pH 8,2 4 8,4). Sur bouillon ordinaire, 
acidification peu marquée. 

Les essais d’action bactéricide de la chaleur ont montré 
que ces Brucella ne résistent que pendant une demi-heure 
RO. 

D’autre part, nous n’avons remarqué aucune réaction par- 
ticuliére avec le bouillon ou la gélose sucrée ou mannitée (glu- 
cose, lactose, levulose, saccharose) et « Endo »..., ainsi que 
sur la gélose sucrée tournesolée (glucose, Iévulose, lactose, 
saccharose) ou mannitée. 
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Ces Brucella n’attaquent et ne fermentent donc pas les 
sucres. Toutefois, les ensemencements sur les géloses sucrées 
sont plus précoces et plus abondants, par comparaison avec ce 
que l’on obtient sur gélose ordinaire. Enfin, le développement 
des colonies est trés rapide & la température du labora- 
toire (20 & 30°). Pour conserver le type S, on le réensemence 
toutes les six semaines si on le conserve au laboratoire, tous 
les trois mois si on le garde au frigorifique. Les chiffres ci- 
dessus indiquent les délais maxima pour les cultures faites sur 
gélose ordinaire. Ils peuvent étre notablement plus longs sur 
gélose sucrée. 


VIRULENCE. — Trés forte vis-d-vis des cobayes neufs. Dans 
3 cas sur 5 d’inoculation sous-cutanée, il y a eu formation, 
localement, de gros abcés dans lesquels nous avons isolé 
Br. abortus & état pur. Les sujets maigrissent peu a peu et 
succombent au bout d’un mois & une septicémie due au 
bacille de Bang. 

Sur 5 autres sujets (tuberculeux depuis trois mois), 2 suc- 
combérent au bout de vingt-quatre heures. 

Propriétés sérologiques : Agglutination avec le sérum 
homologue, c’est-a-dire préparé avec le type S. 

Les propriétés agglutinantes sont extrémement fortes. La 
souche 8, inoculée a un cobaye et 4 un Japin, dans les mémes 
conditions que celles décrites précédemment, donne un sérum 
trés agglutinant (1/1.000 a 1/2.000). Avec l’antigéne S donné, 
le sérum de bovins naturellement infectés (10 échantillons), 
ageglutinait cette souche § trés fortement (1/2.000 a 
1/10.000, suivant le sérum considéré). 

Le sérum de lapin ou de cobaye ainsi préparé, puis absorbé 
par les souches homologues, laisse un liquide surnageant qui 
continue & agglutiner légérement (1/15). 

Précipitation : Pour cette opération, nous avons utilisé 
l’antigéne préparé dans les mémes conditions que celles dé- 
crites précédemment. Les sérums étudiés donnérent des 
réactions parfaitement positives, c’est-d-dire qu’au point de 
contact du sérum avec l’antigéne, se formait un assez large 
anneau persistant pendant une dizaine de minutes. 

Déviation du complément : L’opération a été faite exacte- 
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ment de la méme maniére que celle décrite plus haut (voir 
tableau V). 


IV. — Souche R. 


Caractéres principaux. — Les colonies (fig. 4) sur gélose 
sont opaques, de couleur bleu-clair, de surface brillante, trés 
granuleuses, cireuses et séches ; de forme irréguliére, elles se 
présentent en saillie sur le milieu avec un centre légérement 
proéminent. Leur surface est rugueuse et elles sont crénelées 
a la périphérie. En un mot, elles appartiennent aux colonies 
du type R. 

Ces Brucella restent polymorphes: leurs dimensions 
varient de 0 » 3 a 1» 3 et 2 » 5 rappelant celles des cocci 
plus ou moins ovoides ou celles des batonnets. 

FEnsemencées sur agar-agar, elles se développent assez diffi- 
cilement. Les colonies un peu agées ayant séjourné quelques 
jours & l’étuve grandissent, pouvant atteindre un diamétre de 
1 mm. 5 a 4 ou 5 millimétres. Elles tendent & donner nais- 
sance 4 des colonies secondaires (fig. 5). Leur culture, pro- 
longée pendant plusieurs générations, montre la fixité de 
Jeurs caractéres. 

Elles s’émulsionnent trés difficilement: on ne peut y 
arriver que grace a une forte agitation avec des billes 
de verre et encore lhomogénéisation n’est-elle pas toujours 
parfaite et la sédimentation s’opére rapidement. D’autre 
part, l’émulsion est thermo-aqglutinable. 

Des frottis montrent une distribution granuleuse des 
bacilles qui adhérent trés mal sur la lame. Trés polymorphe 
et immobile, la Brucella de type R est beaucoup moins facile 
a colorer avec les colorants habituels que celle de type S. 
Elle ne prend pas le Gram. La différence morphologique entre 
la variété 5 et la variété R est faible ; cependant, on peut les 
distinguer par le fait que la variété R se rassemble toujours 
en amas, et que la bactérie elle-méme est tant6t plus petite, 
tantot plus grande et de coloration plus fine. De nombreux 
bacilles agglutinés se trouvent aussi bien dans les cultures 
jeunes que dans les cultures Agées. 


DISSOCIATION IN VIVO DES BRUCELLA 431 


La culture en bouillon glycériné ou en bouillon 


ordinaire 
(pH 7,4) évolue ainsi : 


Fic. 4. — Culture R sur pomme de terre. 


Le développement prend tout d’abord un aspect granuleux 
comme si les Brucella poussaient agglutinées ; puis il se 
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ri 


forme des flocons qui se déposent tandis que le liquide 
s’éclaircit ; Ala surface subsiste une trés mince pellicule micro- 
bienne blanc-jaunatre ; la paroi du ballon se recouvre d'une 
sorte de filet, ténu prés de la surface et plus dense vers le 
fond, tandis que la masse du liquide reste presque lim- 
pide (fig. 6). 

La culture en bouillon glycériné de pH initial 7,4 donne, 


Fic. 5. — Culture ‘*S” en bouillon glycériné; 
culture “RK” en bouillon glycériné. 


au bout de trois semaines, une acidité de pH 4,9 ; au bout de 
six semaines, le milieu est redevenu alcalin (pH 7,2). 

Sur bouillon ordinaire, le milieu reste alcalin (pH 7,1). 

Les bacilles ne se développent ni sur gélose ni sur bouillon 
a la température du laboratoire (20 a 30° environ). 

La bactérie résiste seulement dix & quinze minutes & une 
température de 56°. 

Sur pomme de terre, le type R se développe trés Jente- 
ment : ce n'est qu’aprés une semaine de séjour a l’étuve que 
se forment des colonies granuleuses ressemblant a celles du 
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bacille de Koch (fig. 8). Elles se développent aussi bien en 
milieu basique (pH = 8) qu’en milieu acide (pHivssr 675): 

La réaction sur bouillon et sur gélose sucrés ou mannités 
(glucose, lactose, lévulose, saccharose) et « Endo », almsi que 
sur la gélose sucrée ou mannitée tournesolée (glucose, lactose, 
lévulose, maltose et saccharose), ne se différencie aucunement 
de celle que donne la souche précédemment décrite (type 8). 

Toutefois, si on compare le milieu « Endo » portant, d’une 
part, une colonie R, d’autre part une colonie §, il est légé- 
rement plus coloré dans le premier cas que dans le second. 


Fic. 6. — Colonies ‘‘R” agées sur gélose. 


De méme les souches R n’attaquent et ne fermentent pas 
les sucres. 

Les cultures sur gélose sucrée sont plus précoces et plus 
abondantes, par comparaison avec ce que l’on obtient sur 
gélose ordinaire ou glycérinée. 

Pour conserver le type R, il est nécessaire de le réense- 
mencer toutes les trois semaines si on le garde au labora- 
toire (20°) ou toutes les six semaines si on le garde a la gla- 
ciére. La distinction des souches S et R ne présente pas de 
difficultés si la culture est faite sur pomme de terre ou sur 
bouillon glycériné. 

La forme R conserve ses caractéres au cours des généra- 
tions si on la cultive sur son milieu d’origine, qui a été la 
gélose ordinaire dans nos essais. Mais si le milieu de culture 
change, il peut arriver, comme nous avons pu le constater 
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en continuant la culture sur gélose sucrée, qu’elle se trans- 
forme en forme 5S. 


ViruLence. — La virulence de cette souche est notable- 
ment plus faible que celle de la souche S : l’injection 4 des 
cobayes sains n’entraine aucun cas de mortalité, méme aprés 
trois mois. Cependant, en sacrifiant lun des sujets au bout 
d’un mois environ, nous avons pu retrouver, en culture, des 
colonies de méme type R. 


PRoPRIETES SEROLOGIQUES. — Agglutination : Les propriétés 
antigénes sont moins marquées que celles de la souche pré- 
cédente S. 

Inoculée & un lapin par voie intra-veineuse ou 4 un 
cobaye par voie intra-péritonéale, une émulsion de type R 
(un tube de culture 4gée de vingt-quatre heures additionnée 
de 5 cent. cubes d’eau physiologique) préparée comme pré- 
cédemment, donne un sérum agglutinant le type R seulement 
au 1/100 avec traces au 1/300. Les sérums de bovins natu- 
rellement infectés (40 échantillons) agglutinent cette souche 
seulement au taux de 1/100 avec traces d’agglutination 
au 1/300. 


TaBLeAu I. — Variations hebdomadaires du pH en milieu liquide 
(bouillon glycériné et ordinaire) des variétés Neuville, S et R du 
bacille de Bang. 


pH inirian NOMBRE DE SEMAINES 
du milieu aprés l’ensemencement du bacille de Bang 
TYPES ET VARIETES 


7,4 


Bouillon glycériné : 


Neuville 6.... . 1,4 
8,4 
1,2 


Bouillon ordinaire : 
| 1,4 8,3 


7 a aes 
1,2 


Nota. — Le nombre 6 indique le nombre de repiquages exécutés. 
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Tasteau Il. — Agglutination (différents types de @r. abortus : 
Neuville, S et R) par des sérums homologues et hétérologues. 


ESSAIS D’AGGLUTINATION AUX TAUX SUIVANTS 


aoe 
= & & 
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Neuville . Lapin + + + a + + 0 0 0 
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Bovin ar =i ia ae = ae ar = te 
Seager Cab Lapin + +} 4 + 42 i) 4h fsa jl ce 0 
Cobaye + ak = + + + |Traces.| 0 0 
| 
Bovin + + + | Traces. 0 0 0 0 0 
R aa Je } Lapin + + ++ |Traces.| 0 0 0) 0 0 
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| 
8 ESSAIS D’AGGLUTINATION AUX TAUX SUIVANTS 
ANTIGENE Paar e a = ° 
aaa —eeet S12 ice | S| erate] as 
2 See eae ee ere 
Newwill LapinR .| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
oN weonayeR.| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
| 
{ LapinR .| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Se Ramee CobayeR.}| 0 1) 0 0 0 0 0 0 0 
| | 


+, réaction positive; 0, réaction négative. 


Absorption : Le sérum de lapin ou de cobaye ainsi préparé 
perd toutes ses propriétés agglutinantes lorsqu’il a 6té absorbé 
par la Brucella homologue et Je liquide surnageant devient 
absolument limpide. 

Précipitation : L’antigéne utilisé pour cette épreuve a été 
préparé de la méme maniére que précédemment : les sérums 
étudiés donnent des réactions positives, mais l’anneau formé 
au contact des deux solutions (sérum + antigéne) est plus 
mince que précédemment et disparait plus vite. 

Déviation du complément : Pour effectuer cette réaction, 
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nous avons di procéder a cing lavages de l’antigéne avec de 
leau physiologique car, utilisé directement aprés la récolte, 
il avait des propriétés anti-complémentaires. Aprés ce lavage, 
il a pu étre utilisé méme a une concentration plus grande que 
celle adoptée pour les réactions d’agglutination. 

A part cela, la technique et le mode opératoire étaient les 
mémes que ceux que nous avons utilisés plus haut. Les résul- 
tats sont indiqués dans le tableau IV. 

De ce qui précéde, il résulte : 

1° que la valeur agglutinante de l’antigéne S (passage par 
cobaye tuberculeux) est de beaucoup supérieure a celle de la 
souche bovin Neuville (souche initiale) et & celle de la 
variante R ; 

2° que les sérums préparés par l’antigéne S sont capables 
de réagir avec les deux antigénes (homologue et hétéro- 
logue) ; tandis que les sérums d’animaux préparés avec |’an- 
tigéne R réagissent seulement avec leur propre antigéne et 
nullement avec l’antigéne hétérologue; : 

3° que les sérums des vaches atteintes d’avortement épizoo- 
tique posséde des propriétés agglutinantes vis-a-vis des deux 


variantes. 


Tasieau Ill. — Résultats des agglutinations aprés absorption. 
4. Sérum anti-Neuville 5. Sérum anti-Neuville 
absorbé par l’antigene homologue : absorbé par Vantigéne hélérologue R: 
ING UVa Le: - ence on cee 4/45-1/60 Neu Villew ace asa een cee 4/1.000 
FUG2 > cx oa ear eee 1)/60-1:,/100. Rae eee ee ee 0 
2. Sérum anti-5 6. Sérum anti-S 
absorbé par l’antigéne homologue : absorbé par l’antigene R hétérologue : 
Sig Mey aye oe WAS (THAME NE” ASG SS eos o Sao gd So < 4/2.000 
b orae Sata ek AH G0=1/400r(traces)i) "FIRic ees en ene eee 0 
3. Sérum anti-R 7. Sérum anti-R 
absorbé par lantigene homologue R: absorbé par l’antigéne S hétérologue : 
| A Sah eM SRNL GA age wo 2fes OP Re en eer ALO 0 (traces), 1/300 
SAM et ae cr 7 2 ee ee OL SA pavers dae 3 0 
4, Sérum bovin 8. Sérum bovin 
absorbé par l’antigéne S : absorbé par Vantigéne R : 
4/15 (traces), 1/30) (insignifiant), Ro 2 2 0 


1/100-4/300 (traces). Sait eee 1/600 (traces), 1/1.000 
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de contréle non tuberculeux 


OBSERVATIONS 
aN ayes 
= | qa 
@ © c a a5 q 
= a SS. || WES 
Be ae 
Ao An 5 
<3 
+ 3 {Cultures dans tous les organes aprés 48 heures. 
+ 2 {Cultures dans la rate aprés 48 heures. 
Sie = 3 ; 
Rien. 
Si Yon fait le prélévement a un stade plus avancé sur 
les animaux de contréle, on décéle le bacille de Bang. 
+ 


Plus d’apparition de bacilles de Bang. 


Bacilles dans les organes génitaux. 


Apparitions sporadiques de bacilles de Bang. 
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Du tableau précédent il ressort que les antigénes Neuville 
et S possédent de fortes propriétés antigénes vis-a-vis de leur 
sérum homologue, mais aucune vis-d-vis du sérum_ hétéro- 
logue. Quant a l’antigéne R, dont les propriétés antigénes vis- 
a-vis du sérum homologue sont plus faibles que celles de 
Vantigéne S, il réagit a la fois avec les deux sérums ; mais 
la réaction avec le sérum S est encore moins marquée qu avec 
le sérum R. 


Nous pouvons condenser le mécanisme de toutes les réac- 
tions dans le schéma ci-aprés : 


SERUM 


(obtenu avec souche) DEGRE DE LA REACLION ANTIGENE 
SL a(BUrnet) = spaces Saree: Trés fort. Sil! 
Si ( Burnet) say ccm sows ae Assez fort. ==) 
R=27 (Burnet) mean) ue ewnn oe a Assez fort R= 

(seulement vis-a-vis de R). 

ANTIGENE DEGRE DE LA REACTION ® SERUM 
Rese Tee) hehe ae CORI Fort. Ret 
Recap eo eee enn Moins fort. a | 
Si Learn os oe ete het) eter Trés fort S = 


(soulement yis-i-vis de S). 


Ces résultats peuvent étre rapprochés de ceux qu’obtint 
Burnet avec Br. melitensis et Br. abortus. D’aprés cet auteur, 
le sérum d’un lapin immunisé par l’antigtne IJ, agglutine 
trés fortement l’antigéne I, faiblement l’antigéne II. Le 
sérum d’un lapin traité par l’antigéne II agglutine assez bien 
Vantigéne II, pas du tout l’antigéne I. L’antigéne I a la dési- 
gnation S, l’antigéne II la désignation R. Parmi les melitensis- 
abortus, Burnet distingue deux groupes: le groupe I, qui 
correspond au melitensis-abortus et le groupe IL qui corres- 
pond au paramelitensis-paraabortus. 

Nos observations sont en désaccord avec celles de certains 
auteurs qui auraient obtenu la variété R in vitro. On peut 
expliquer que l’antigéne S n’a aucune propriété antigéne 
vis-a-vis du sérum hétérologue anti-R parce que si l’on essaie 
d’absorber le sérum anti-R par lVantigéne hétérologue S, le 


sérum anti-R qui reste est capable d’agglutiner seulement 
Vantigéne homologue R. 
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De toute évidence, ainsi qu’il résulte de leurs expériences, 
les auteurs n’ont opéré qu’avec un seul type S, car lantigéne 
quils ont dénommé type R posséde, en réalité, les propriétés 
caractéristiques du type S. Leur type R se différencie unique- 
ment par ses plus faibles propriétés antigénes vis-a-vis du type 
dénommé S. 

Or, cette seule raison est insuffisante pour autoriser sa clas- 
sification dans une catégorie spécifiquement différente. Les 
propriétés antigénes de cette variété sont, en effet, fréquem- 
ment d’intensité différente et elle est trés caractéristique pour 
B. abortus. 

D’autre part, l’antigéne S absorbant les agglutines du sé- 
rum homologue anti-S, le liquide surnageant reste capable 
d’agir seulement avec l’antigéne hétérologue R (l’action sur § 
est insignifiante). Les sérums bovins possédent des propriétés 
agglutinantes vis-a-vis des deux types S et R. Si l’on absorbe 
l'un, l’autre reste capable de réagir & son tour avec son anti- 
géne (voir tableau IIJ), mais plus faiblement qu’avant 1l’ab- 
sorption (voir tableau II). 

Du tableau ci-contre, i] résulte clairement que 1l’infection 
tuberculeuse favorise le développement du bacille de Bang. 
On décéle celui-ci, presque 4 coup str, dés la vingt-quatriéme 
heure aprés l’inoculation jusqu’au quinziéme jour. De plus, 
la culture ainsi obtenue est particuliérement active, car, ino- 
culée & des cobayes sains, elle provoque un abcés au point 
d’inoculation et la mort en moins d’un mois. 

Par contre, l’inoculation préalable de BGG empéche le dé- 
veloppement du bacille de Bang, qui n’est décelable que pen- 
dant la premiére semaine qui suit ]’inoculation. 

D’autre part, les bacilles tuberculeux morts ne semblent 
pas exercer d’effet bien défini. 

Ceci correspond absolument au résultat de nos expériences, 
présentées ailleurs, sur la formation des anticorps antibrucel- 
liques (agglutinines, précipitines) chez les animaux tuberculeux 
traités par le BCG ou avec les bacilles tuberculeux morts [22]. 
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Expériences in vitro. 


Pour ces essais, nous avons choisi des souches tuberculeuses 
de types humain et bovin d’Ages différents (deux semaines 4 
trois mois). Les tubes ont été ensuite « ensemencés » avec 
du bacille de Bang puis placés dans |’étuve 4 37° pendant un 
mois : nous avons fait des prélévements pour surveiller ce 
que devenait le bacille de Bang dans ces conditions. 

D’autre part, nous avons ensemencé Brucella bovis sur des 
milieux solides et liquides ; préalablement, nous avions étalé 
de la pulpe d’organes d’animaux tuberculeux (rate, foie, sang) 
ou répandu du liquide péritonéal et nous avons procédé aux 
mémes examens. 

Dans aucune de ces expériences, nous n’avons constaté de 
mutation dans les caractéres de la souche soumise a |’essai. 

Toutefois, dans le second cas, nous avons constaté que les 
conditions de culture ot 1’on placait le bacille de Bang ren- 
daient son développement plus précoce et plus abondant, par 
comparaison avec ce que l’on obtenait sur gélose ordinaire 
glycérinée. 


Résumé et conclusions. 


1° En général, les Brucella manquent de fixité dans leurs 
caractéres morphologiques : ceci explique que nous avons pu, 
avec notre souche Neuville, étre témoin d’une dissociation en 
types R et S et d’une transformation de S en R. La dissocia- 
tion se produit plus facilement in vivo chez des cobayes 
atteints de tuberculose que chez des sujets sains. 

2° La croissance de la souche S se manifeste par l’appari- 
tion d’un trouble du bouillon, puis d’un dépét accompagné 
d’une légére clarification du milieu. La souche R se développe 
en trés petits amas agglutinés qui se déposent rapidement : le 
milieu devient clair alors qu’aé la surface subsiste une trés 
mince pellicule. 

Sur gélose, le type S donne une culture crémeuse, homo- 
géne ; les colonies sont circulaires, transparentes, de couleur 
claire, avec une légére fluorescence bleue. 
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Sur pomme de terre glycérinée, la forme S donne une cul: 
ture homogéne, luisante, crémeuse, rappelant les caractéres 
du bacille de la morve. 

La variété R se développe trés lentement et donne des colo- 
nies granuleuses ressemblant A celles de bacilles de Koch. 

La culture de type R donne des colonies granuleuses, cireu- 
ses et séches ; elles n’ont pas de forme bien définie : elles sont 
blanches avec bords bleutés, opaques. 

3° La souche S s’émulsionne trés facilement dans l’eau phy- 
siologique et la solution reste longtemps trouble, méme si l’on 
éléve la température. La variété R ne s’émulsionne que trés 
difficilement et agglutine spontanément sous l’action de la 
chaleur. 

4° La variété S$ se développe facilement sur les milieux li- 
quides et solides 4 la température du laboratoire (20-30°) ; la 
variété R ne se développe qu’a la température de |’étuve (37°). 

3° S et R différent aussi du point de vue sérologique : l’an- 
tigéne S est capable de produire, chez les animaux, un sérum 
susceptible de réagir aussi bien avec les antigénes homologues 
qu’avec les antigénes hétérologues, tandis que l’antigéne R 
ne donne qu’un sérum capable seulement de réagir vis-A-vis 
de son antigéne homologue R. De plus, la valeur agglutinante 
de l’antigéne S est supérieure 4 celle de type R. 

6° La virulence, pour le cobaye, de l’antigéne § est beau- 
coup plus forte que celle de l’antigéne R. Le premier voit sa 
virulence encore augmentée par passage sur le cobaye tuber- 
culeux ; il est alors capable de provoquer l’apparition d’abcés 
et conduit presque toujours l’animal a la mort, alors que ceux 
auxquels on inocule le bacille R guérissent le plus souvent. 
L’infection tuberculeuse semble donc accroitre les propriétés 
pathogénes de la souche S. 

7° Le pH du bouillon glycériné devient moins acide (6,2) 
avec la souche S qu’avec la souche R (pH 4,9). 

8° La variante S résiste mieux a l’action destructrice de la 
chaleur (S résiste pendant trente minutes 4 56°, tandis que la 
variante R résiste seulement dix & quinze minutes 4 la méme 
température). 

9° La morphologie des variétés S et R ne différe pas suffi- 
samment pour que l’on puisse en faire un critérium distinctif. 
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En général, les bacilles de la variante R sont courts, plus 
minces et plus granuleux que ceux de la variante 8. 
10° Le milieu « Endo » est plus coloré par R que par 58. 
11° La variante S isolée du cobaye tuberculeux est beau- 


coup plus sensible aux matiéres colorantes que la souche 
bovine. 


12° In vitro, la culture en présence du bacille de Koch ne 
favorise pas l’apparition du phénoméne de dissociation. 


Je remercie mon éminent ami M. Rinjard, Directeur du 
Laboratoire de recherches vétérinaires, qui m’a fourni la 
souche du bacille de Bang et les sérums & l’aide desquels j’ai 
pu effectuer mes expériences. Je lui suis également trés recon- 
naissant d’avoir bien voulu me permettre d’exécuter les pho- 
tographies dans son laboratoire. 
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ETUDE SUR LA VITALITE DES MICROBES 


par L. RUBENTSCHIK et S. S. CHAIT. 


(Laboratoire de Microbiologie. Université d’Odessa.) 


La littérature microbiologique contient beaucoup de don- 
nées relatives 4 la vitalité des microbes. 

Ainsi, Bodouin [2] a trouvé une microflore vivante de bac- 
téries dans un sépulcre romain resté clos durant mille huit 
cents ans. Des levures de biére viables ont été isolées du résidu 
trouvé au fond de cruches découvertes pendant les fouilles des 
Pyramides [6]. Oméliansky [26] a trouvé des bactéries, des. 
levures et des moisissures diverses dans la trompe d’un 
mammouth resté enfoui pendant des dizaines de milliers 
d’années dans le sol congelé de la Sibérie. Des bactéries 
vivantes, sporogénes et asporogénes, ont été trouvées dans. 
divers échantillons de houille jusqu’é 1.000 métres de 
profondeur, [46, 17] ainsi que dans des dépdts précam- 
briens [49]. Lipman [20] a signalé la présence de bactéries vi- 
vantes dans les météorites (aérolithes). Ces bactéries, envisa- 
gées par Lipman comme provenant d’autres planétes, ne se 
distinguaient nullement des cocci et des batonnets vulgaires. 

Il convient cependant de n’accepter ces faits qu’avec une 
certaine réserve. Les observations faites sur la vitalité des 
microbes dans des conditions naturelles ne sont pas a labri 
d’erreurs possibles. Oméliansky [26] lui-méme a émis I’ hypo- 
thése que les microorganismes, isolés par lui de la trompe 
d'un mammouth, étaient des représentants vulgaires de la 
microflore aérienne. Les conditions dans lesquelles se trouvait 
le mammouth avant et aprés avoir été découvert n’excluent 
pas la possibilité que le matériel examiné ait pu étre infecté. 
Quant a l’origine des microbes trouvés dans la houille, les 
opinions différent. Lieske [46, 17] suppose qu’ils étaient appor- 
tés du dehors. Lipman [418] affirme que ces microbes ont con- 
servé leur viabilité depuis la période carbonifére, c’est-a-dire 
durant des dizaines de millions d’années. 

Mais les données de Farell et de Turner [44] contredisent. 
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avis de Lipman. Ces auteurs ont démontré que les échantil- 
lons de charbon compact sont toujours stériles, tandis que le 
charbon présentant des fissures microscopiques contient des 
microbes apportés évidemment par les eaux du sol. En ce qui 
concerne la découverte de microbes vivants dans les aéroli- 
thes, faite par Lipman, sa méthode de travail inspire certains 
doutes [42, 33]. 

En passant aux données expérimentales plus précises, nous 
trouvons aussi une série d’indications montrant que les mi- 
crobes peuvent rester vivants des années et méme des dizaines 
d’années. Ainsi, la bactérie lumineuse (Bact. fischeri) a con- 
Servé sa viabilité pendant quatorze mois sur gélose dans une 
atmosphére d’hydrogéne [410], Pseudomonas campestris sur 
des semences desséchées de chou ou il se trouvait depuis plus 
d’un an [3]. Pauli [28] a proposé une méthode de conservation 
des microbes en desséchant la suspension bactérienne (dans le 
sérum de cheval) et en conservant dans le vide le résidu obtenu : 
beaucoup de bactéries (aérobies et anaérobies, sporogénes et 
asporogénes) traitées de la sorte survivent plus de six ans. On 
a trouvé une microflore produisant de l’acide lactique dans des 
ferments secs, conservés au laboratoire pendant dix ans [32]. 
Son activité était toutefois notablement affaiblie. Omélian- 
sky [27] a desséché une culture d’Azotobacter chroococcum sur 
gélose dextrinée et y a trouvé, au bout de dix ans, des cellu- 
les viables de cette bactérie. Lipman et Burgess [21] ont isolé 
V’Azotobacter du sol séché a lair et conservé au laboratoire 
durant vingt ans. Dans les expériences de Stapp [34], quelques 
souches de Bact. radicicola ont été conservées et furent capa- 
bles d’infecter des plantes aprés étre restées quinze ans sur 
gélose & la carotte inclinée dans des vases de verre soudés. 
Miquel [23]a desséché un échantillon de sol et l’a laissé pendant 
seize ans a la température de 30° C. Ce terme écoulé, le sol 
contenait 3 millions de bactéries vivantes au lieu du nombre 
initial de 6 millions et demi par gramme. Kiefer [44] a montré 
que quelques bactéries pathogénes asporogenes survivent 
jusqu’é vingt ans sur gélose dans des tubes soudés et conser- 
vent toujours leur virulence. Serratia marcescens, d’apres 
Deacon [4], peut survivre vingt-deux ans et demi dans un 
milieu en présence des produits de son métabolisme, & condi- 
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tion que la pression partielle de l’oxygéne soit diminuée. 
Meissner [22] a observé que quelques levures, aprés étre res- 
tées treize ans sans réensemencements dans une solution de 
10 p. 100 de saccharose, non seulement sont restées vivantes, 
mais encore leur activité fermentative avait augmenté. Les 
levures de vin de Wiirtemberg, les levures de biéres Karl- 
sberg I et quelques levures sauvages peuvent conserver durant 
vingt ans leur viabilité dans cette solution [7]. Quelques espé- 
ces de levures et de moisissures resteraient vivantes pendant 
trente ans, d’aprés Klécker [45]. Hopkins [9] a trouvé des levu- 
res vivantes dans une biére 4gée de cinquante ans, et Gayon et 
Dubourg [8] ont trouvé des levures et des bactéries dans un 
vin centenaire (Bordeaux). Nestler [24] a signalé la présence de 
1.640 bactéries dans 1 gramme de sol _ séché, adhérant au 
rhizome d’une mousse conservée pendant quatre-vingt-douze 
ans dans un herbier. Le matériel examiné par lui ne contenait 
que des espéces sporogénes (Bac. mesentericus, Bac. mycoides, - 
Bac. subtilis). 


L’expérience suivante a été entreprise dans notre labora- 
toire au mois d’aott 1901, A initiative de feu M. le professeur 
J.-J. Bardach. La boue noire du liman (1) « Soukhoin » (prés 
d’Odessa), plongée dans l’eau du méme liman, fut placée dans 
30 tubes de Gruber. Chaque tube (ayant une capacité d’& peu 
prés 30 cent. cubes) contenait 10 grammes de boue et 10 cent. 
cubes d’eau. Les tubes étaient répartis par vingt-cing en deux 
groupes. Les tubes du premier groupe furent remplis, a la 
pompe, d’acide carbonique jusqu’a ce que lair en fit comple- 
tement chassé, aprés quoi, ils furent soudés. Les tubes du se- 
cond groupe furent traités de méme, seulement au lieu d’acide 
carbonique, on se servait d’hydrogéne. La boue fut conservée 
au laboratoire 4 la température de la chambre dans des condi- 
tions strictement anaérobies jusqu’a avril-octobre 1934, c’est- 
a-dire pendant trente-trois ans ; aprés quoi, elle a été sou- 
mise a l’examen. ; 

Nous nous sommes alors posé les problémes suivants : 

1° Détermination du nombre de microbes de la bone végé- 


(1) Lac salé. 
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tant sur la gélose nutritive dans des conditions aérobies et 
anaérobies ; 


2° Détermination du nombre général des microbes de la 
boue ; 


3° Examen de la boue quant A la présence des représentants 
des groupes physiologiques suivants : germes de la putréfac- 
tion, de la dénitrification, de la nitrification, de la décompo- 
sition de la cellulose, de la réduction des sulfates, de la fixa- 
tion de l’azote, de l’oxydation des sulfures. 


Avant de passer a cette étude, nous avons revisé minutieusement 
tous les tubes. L’inspection macroscopique révéla la pénétration de 
Vair dans quelques-uns d’entre eux. La boue y était oxydée et s’était 
transformée en substrat gris et l’eau du liman était partiellement ou 
entiérement évaporée. Ces tubes endommagés ont été exclus et on a 
pris pour l’examen 6 tubes de chaque groupe contenant la boue com- 
plétement noire et une couche d’eau du liman non modifiée. Avant 
d’étre ouverts, ces tubes ont été soumis au traitement suivant : 
d’abord, ils furent lavés avec de l’eau savonneuse, ensuite essuyés avec 
de l’ouate stérilisée, traités aprés avec de l’alcool A 96 p. 100, immergés 
dans une solution de sublimé 4 0,1 p. 100 et enfin essuyés avec de 
louate stérilisée. On placait les tubes aprés ce traitement dans 
létuve stérilisée de Hansen ott on exécutait toutes les manipulations 
ultérieures (ouverture des tubes, dilution du matériel, ensemence- 
ment). On se lavait soigneusement les mains avec de l’eau savonneuse 
et ensuite avec de |’alcool 4 96 p. 100. Pour ouvrir le tube, on faisait dans 
sa partie supérieure une incision avec une lime stérile, aprés quoi, a 
petits coups, on parvenait a casser le tube a la ligne de l’incision. On 
versait alors l’?eau du liman dans un tube stérile et on examinait la 
boue. 

Pour définir le nombre de microbes dans la boue par la méthode 
de plaques, nous nous sommes servis de gélose nutritive peptonée, 
faiblement alcaline, a laquelle nous avons ajouté du chlorure de 
sodium (3 p. 100). On se servait pour les ensemencements de boites de 
Petri dans des conditions aérobies et de tubes de Vignal-Veillon dans 
des conditions anaérobies. La dilution de la boue était 1/1.000, la tem- 
pérature de culture 28 4 30° C. Au bout de dix jours, on comptait le 
nombre des colonies. 

Les résultats obtenus sont exposés dans le tableau I. 

L’étude bactérioscopique démontra que sur la gélose nutritive 
peptonée, se développent exclusivement des bactéries en forme de 
batonnets. Nous n’y avons observé ni levures, ni moisissures, ni acti- 
nomycétes. 


Tapteau 1. — Nombre de microbes dans 1 gramme de boue. 
TUBES AVEC CO, TUBES AVEC H, 
———— cae me 
Aérobies Anaérobies Aérobies Anaérobies 
300.000 64.000 . 400.000 72.000 
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Pour déterminer combien de spores, capables de germer sur gélose, 
s’étaient conservées dans la boue, nous avons réchauffé la suspension 
de boue dans l’eau & 80° C. durant dix minutes, aprés quoi nous avons 
ensemencé le matériel pasteurisé en boites de Petri. 

Résultats obtenus 

1 gramme de boue humide (tubes avec CO,) contenait 40.000 spores 
bactériennes ; 

1 gramme de boue humide (tubes avec H,) contenait 25.000 spores 
bactériennes. 

Pour définir le nombre général des microbes dans la boue, nous 
avons employé la méthode directe microscopique (méthode simplifiée 
de Winogradsky). On étalait une suspension non épaisse de boue dans 
l'eau sur le porte-objet (surface = 4 cent. carrés), on la fixait a la 
flamme, on y ajoutait de la gélose 4 0,1 p. 100 et on la colorait 
durant soixante minutes avec du phénol-érythrosine a 5 p. 100. 

Les résultats de la détermination du nombre de microbes furent 

1 gramme de boue (tubes avec CO,) contenait 40 millions de 
microbes ; 

1 gramme de boue (tubes avec H,) contenait 38 millions de 
microbes. 

Pour déceler les microbes de Ja putréfaction, on ensemencait 
1 4 10—® gramme de boue dans des tubes contenant chacun 10 cent. 
cubes d’eau peptonée a 1 p. 100 et de chlorure de sodium a 3 p. 100. 
On suspendait dans chacun des tubes des bandes stériles de papier de 
tournesol rouge et de papier a l’acétate de plomb. La température ce 
culture était de 28° 4 30° C (2). Les tubes avec CO,, ont donné le 
méme résultat que les tubes avec H, 

Nombre de microbes produisant l’ammoniaque: 10.000 dans 
1 gramme de boue. 

Nombre de microbes formant de l’bydrogéne sulfuré : 1.000 dans 
1 gramme de boue. 

Pour déceler les microbes de la nitrification, on a fait des ensemen- 
sements de boue dans le milieu d’Oméliansky (pour la premié¢re phase 
de la nitrification) avec du chlorure de sodium a 3 p. 100. Aprés avoir 
versé 30 cent. cubes du milieu dans chaque flacon d’Krlenmeyer le 
250 cent. cubes, on y introduisait de 1 4 10—* gramme de boue. 

Nous n’avons observé en aucun des cas la formation de N,O, ou de 
N,O.. Ainsi, la boue ne contenait pas de microbes viables de ia nitri- 
fication. 

Pour déceler les microbes de la dénitrification, nous avons utilisé 
le milieu de Giltay avec du chlorure de sodium a4 3 p. 100. On intro- 
duisait dans chaque tube contenant une haute couche de liquide 
(20 cent. cubes) de 1 4 10—° grammes de boue. La formation du gaz 
ainsi que la disparition de N,O, et de N,O, nous permettaient de juger 
si la dénitrification avait eu lieu. 

On a trouvé dans 1 gramme de boue, dans des tubes avec CO 
1.000 dénitrificateurs réduisant les nitrates jusqu’A l’azote gazeux. 
100 de ces germes ont été trouvés dans 1 gramme de boue dans les 
tubes avec H,. 


(2) On gardait la méme température pour la culture de tous les 
autres groupes de microbes a l’exception des cas indiqués a part. 
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Pour découvrir les microbes fixateurs d’azote, on faisait les ense- 
mencements dans le milieu de Winogradsky (pour Clostridium pasteu- 
rianum) avec du chlorure de sodium a 3 p. 100. On introduisait de 
1 4 10—* gramme de boue dans chaque tube contenant 20 cent. cubes 
de milieu. Nous avons déterminé le développement de Clostridium 
pasteurianum a cette dilution par le dégagement du gaz, par Vodeur 
d’acide butyrique et par les préparations colorées A liode. 

On a obtenu les résultats suivants : 

1 gramme de boue des tubes avec CO, contenait 10 fixateurs d’azote 
anaérobies (type Clostridium pasteurianum), tandis que les tubes 
avec H, n’en contenaient qu’un dans 1 gramme de boue. 

Pour déceler les microbes réduisant les sulfates, nous avons employé 
le milieu de Bejerinck avec du chlorure de sodium a 3 p. 100 en cul- 
ture anaérobie dans des flacons 4 goulot étroit, remplis du liquide et 
fermés hermétiquement par des bouchons. On y ensemencait de 1 a 
10— ° gramme de matériel et aprés trente jours, on titrait le milieu par 
Viode a 0,01 N. 

Données obtenues 

Tubes avec CO, : 1.000 microbes dans 1 gramme de boue. 

Tubes avec H, : 10.000 microbes dans 1 gramme de boue. 

Pour déceler les sulfo-bactéries, on ensemencait dans le milieu de 
Nathanson avec du chlorure de sodium 4 3 p. 100, réparti A raison de 
25 cent. cubes par fiole d’Erlenmeyer de 150 cent. cubes. La boue était 
ajoutée a la dose de 1 a 10—+* gramme. L’apparition d’un voile de 
soufre, ainsi que la diminution de la quantilé initiale d’hyposulfite 
dans le milieu, nous servaient de critérium pour juger du développe- 
ment des sulfo-bactéries. Apres trente jours, on titrait le milieu 
par 0,01-N diode. 

Les sulfo-bactéries thioniques n’ont été trouvées dans aucun des 
échantillons. 

Pour déceler les bactéries sulfuriques, nous nous sommes servis du 
milieu de Borhard (contenant du sulfure de potassium) avec du chlo- 
rure de sodium a 3 p. 100. On placait la boue analysée (1 4 3 gr.) dans 
des tubes, on la couvrait d’une couche de 10 cent. cubes du milieu 
indiqué et on l’exposait a la fenétre du laboratoire. Dans aucun des 
ensemencements nous n’avons observé le développement de bactéries 
sulfuriques. 

Pour déceler les microbes anaérobies décomposant la cellulose, nous 
nous sommes servis du milieu d’Oméliansky avec du chlorure de 
sodium a 3 p. 100. On versait ce milieu dans les tubes en couche 
épaisse (20 cent. cubes) et on Jl’ensemengait avec la boue (de 1 a 
10— ® gr.). 

La température de la culture était 35° C. La décomposition du papier 
a filtrer, la formation de gaz ainsi que la bactérioscopie nous indi- 
quaient la présence des microbes ci-dessus mentionnés. La décomposi- 
tion du papier et le développement de ces bactéries n’eut lieu que dans 
quelques tubes contenant 1 gramme de boue. 

Pour déceler les microbes aérobies décomposant la cellulose, nous 
avons employé le milieu de Van Iterson avec du chlorure de sodium 
a 3 p. 100 et le silico-gel d’aprés Winogradsky. Dans le premier cas, 
on versait 30 cent. cubes du milieu dans les flacons d’Erlenmeyer de 
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250 cent. cubes et on y introduisait des bandes verticales de papier 
\ filtrer. La quantité de boue prise pour chaque ensemencement était 
de 1 a 10—-+ gramme. 

On a pu découvrir de 0 4 10 microbes dans 1 gramme de boue prise 
dans les tubes avec CO, et de 1 A 100 microbes dans la méme quantité 
de boue prise dans les tubes avec H,. 

Le silico-gel recevait, outre les ingrédients habituels, un supplément 
de chlorure de sodium a 3 p. 100. La boue examinée fut distribuée par 
petites portions sur une rondelle de papier qui couvrait le substrat de 
silico-gel. 

L’examen a montré que des taches de couleur jaune pale se sont 
formées autour de quelques parcelles de boue. Pourtant nous n’avons 
pu déceler dans ces taches ni la décomposition visible du papier, ni la 
présence de microbes. 

Pour le contréle microbiologique de l’air, nous avons exposé pen- 
dant les ensemencements dans 1’étuve de Hansen, des tubes, des flacons 
et des boites de Petri ouverts, contenant les milieux nutritifs corres- 
pondants. 

Les ensemencements achevés, on fermait les cultures témoins et on 
les placait dans les mémes conditions de température que les cultures 
d’essais. Il ne s’est développé qu’une colonie dans deux boites de 
Petri 4 la gélose nutritive. L’une contenait une moisissure, l’autre un 
Micrococeus jaune. Toutes les autres cultures témoins sont restées 
stériles. 


Ainsi la boue de liman, aprés ¢tre restée trente-trois ans 
au laboratoire dans les conditions indiquées, contenait encore 
divers microbes viables. 

Comme nous l’avons déja signalé, 1 gramme de boue ense- 
mencé sur gélose nutritive dans des conditions aérobies con- 
tenait de 300 & 400.000 microbes. Ces quantités sont assez 
considérables étant donné que dans la boue fraiche du liman 
« Soukhoin », la méme méthode ne permet de déceler que des 
millions de microbes par gramme au iaximum. II faut noter 
que parmi les bactéries qui ont pu survivre, il n’y en a que 

3 a 40.000, c’est-a-dire 6,2 4 13,3 p. 100 qui se soient conser- 
vées sous la forme de spores. 

Reste a déterminer dans quel état se sont conservés les au- 
tres microbes de ce groupe. 

L’étude bactérioscopique des colonies développées en boites 
de Petri, nous démontra que la plupart d’entre elles conte- 
naient des bactéries normales. Cependant, parmi les colonies 
d’aspect normal (plates, jusqu’é 2 millimétres de diamétre, 
avec des bords sinueux), quelques-unes avaient un contenu 
inhabituel. Au lieu de cellules bactériennes, nous y avons 
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apergu des granules ou des corpuscules de forme irréguliére 
dans la plupart des cas ; il y en avait qui étaient a peine 
visibles au microscope (jusqu’a 0 p. 5). 

Ces colonies se sont développées plus tard que les autres 
(au bout de neuf A dix jours). Réensemencées sur gélose nutri- 
tive, elles produisirent les mémes colonies contenant des ba- 
tonnets normaux @ cdété des granules ou des corpuscules déja 
mentionnés. Les réensemencements ultérieurs n’ont donné 
que des batonnets d’aspect normal. Les formations granu- 
laires décrites, colorées par l’érythrosine, furent aussi déce- 
Iées dans la boue 4 l’examen microscopigue direct. En nous 
basant sur ces observations, nous émettons la supposition 
qu'outre les spores et les cellules végétatives vulgaires, cer- 
taines bactéries se sont conservées dans la boue sous la forme 
de granules ou de corpuscules capables de se transformer dans 
des conditions favorables en cellules normales. Cette supposi- 
tion correspond aux vues modernes sur la structure et le déve- 
loppement des bactéries. L’étude du bactériophage et des for- 
mes invisibles des bactéries visibles a démontré que les cellu- 
les bactériennes peuvent se désagréger en particules (« frag- 
ments » ou « débris ») d’une dimension parfois submicrosco- 
pique, qui peuvent se transformer de nouveau en cellules bac- 
tériennes vulgaires. I] semble que le phénoméne s’est produit 
chez les bactéries qui ont formé les colonies dont nous venons 
de parler. En rapport avec nos observations, il faut mention- 
ner que Kiefer [14] a trouvé dans des cultures de certaines bac- 
téries pathogénes conservées pendant de nombreuses années 
sans réensemencements, un « détritus » au lieu de cellules 
vulgaires. Ce « détritus » donnait une réaction positive d’ag- 
clutination et se transformait aprés réensemencements en 
cellules vulgaires. 

Au nombre des bactéries sporogénes développées sur la gé- 
lose nutritive se trouvaient les espéces suivantes : Bac. sub- 
tilis Cohn, Bac. mesentericus Trevisan, Bac. danicus Léhnis 
et Westermann, Bac. ruminatus Gottheil. 

Le calcul par méthode directe démontra qu’il existait 388 a 40 
millions de microbes dans 1 gramme de boue. Ces quantités 
sont insignifiantes, car dans 1 gramme de boue fraiche nous 
n’ayons pas trouvé moins d’un milliard de microbes. On sait 
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que, selon la méthode de Winogradsky (et ses modifications) 
on compte les cellules vivantes et mortes, car il est impossible 
de discerner au microscope les unes des autres. Si le nombre 
eénéral des microbes dans la boue examinée n’était pas consi- 
dérable, cela peut étre expliqué par Lautolyse des cellules 
mortes ou bien par le fait que ces derniéres avaient perdu la 
faculté de se colorer par |l’érythrosine. 

Quant & la flore microbienne de la boue conservée, elle se 
distinguait quelque peu de celle de la boue fraiche : celle-ci 
contenait beaucoup de cellules semblables & Azotobacter qui 
manquaient complétement dans la boue conservée. Par contre. 
nous y avons trouvé, mais non dans chaque champ visuel, des 
batonnets et des cocci séparés et en amas. Nous avons vu que 
les cocci ne se sont pas développés dans les ensemencements 
de boue sur gélose nutritive, ce qui nous permet de penser 
que les cocci décelés par la méthode directe étaient morts ou 
bien se rapportaient au nombre de ceux qui ne peuvent végé- 
ter sur le milieu employé. La boue examinée contenaift, en 
outre, une grande quantité de diatomées — intactes ou en 
débris. Dans cette boue, les cellules analogues a l’Azotobacter 
étaient absentes, fait qui est surtout intéressant a noter 
parce que dans cette méme boue on a pu isoler une bactérie 
identique a celles décrites par Dianowa et Woroschilowa [5]. 
Comme cette bactérie est sporogéne, elle a di se conserver 
probablement non sous la forme de cellules végétatives, mais 
sous la forme de spores. 

Il est indispensable de noter que la quantité de microbes de 
la putréfaction, de la dénitrification, de la nitrification et de 
la réduction des sulfates ne constituent qu’a peu prés 10 p. 100 
du nombre de ces microbes dans la boue fraiche du liman. 
Quant aux microbes décomposant la cellulose, anaérobies et 
aérobies, ils se sont conservés en petites quantités et pas dans 
tous les tubes examinés. Dans les ensemencements, ot on 
observait la décomposition de la cellulose anaérobie, on a pu 
établir le développement d’une bactérie du type Bac. cellulosae 
methanicus Oméliansky. La décomposition de la cellulose 
aérobie commencait a la limite du liquide et de lair ot le 


x 
© 


papier a filtrer devenait jaune, visqueux et se désagrégeait. 
Les préparations faites de ce papier ont montré un batonnet 
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avec une grande spore ovale prévalant sur toutes les autres 
cellules en forme de batonnets. On n’a pu lisoler en culture 
pure. Cytophaga halophila (Rubentschik et Goicherman 129], 
trés répandue dans les boues des limans, n’a pas conservé sa 
vitalité. 

Dans les cultures ot s’effectuait la réduction des sulfates, 
nous avons observé le développement de vibrions et de baton- 
nets. Les réensemencements sur le milieu solide de Bejerinck 
dans des tubes étroits soudés ont donné des colonies noires 
entourées d’une zone du milieu noirci. Dans ces colonies, on 
a trouvé une bactérie réduisant les sulfates du type de Vibrio 
rubentschikw Baars [4] ainsi que le batonnet avec des inclu- 
sions de sulfure de fer, cité par Issatchenko [43] comme satel- 
lite des bactéries réduisant les sulfates. 

Parmi les bactéries fixatrices d’azote libre on n’a trouvé que 
Clostridium pasteurianum. Quant & 1 Azotebacter, on le ren- 
contre rarement méme dans les boues fraiches des limans. 

I] est intéressant de noter que dans les cultures de la boue 
conservée, les processus commencaient assez tot, presque en 
méme temps que les processus analogues dans les cultures 
ensemencées avec la boue fraiche : 


Putréfaction (formation de NH, et de H,S) — en deux 8 trois jours. 
Dénitrification (commencement de Ja formation du gaz) — en trois 


a quatre jours. 
Décomposition aérobie de la cellulose (apparition des colonies visi- 


bles sur papier) — en cing jours. 
Seule la réduction des sulfates retardait : elle commencait aprés vingt 


4 trente jours. 


Notre attention a été attirée par le fait que la vitalité des 
microbes fut presque la méme dans les tubes & acide carbo- 
nique que dans les tubes a hydrogéne. Cependant, on sait que 
CO, exerce une influence inhibitrice sur les microorganismes 
divers. C’est pourquoi on l’utilise pour conserver les produits 
nutritifs (Nikitinsky) [25]. Quant 4 nos épreuves, il faut noter 
que la boue du liman posstde une haute faculté d’adsorber 
différents microbes (Rubentschik, Roisin et Beliansky) [30]. 
On peut admettre que, étant adsorbés, les microbes devien- 
nent moins sensibles A l’action de l’acide carbonique. 

Le fait que nous avons établi la grande vitalité de divers 
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microbes de la boue, pose la question de savoir dans quel état 
ils se sont conservés dans ce substrat : s’agit-il d’un arrét 
complet des fonctions vitales ‘anabiose dans le sens de Bach- 
metiev) ou bien seulement d’un ralentissement extréme ? 

Les bactéries asporogénes strictement aérobies comme 
Nitrosomonas, Cytophaga, Thiobacillus thiopharus (3) n'ont 
pu survivre dans la boue, comme nous l’avons observé, tan- 
dis que des bactéries asporogénes, strictement anaérobies 
comme celles réduisant les sulfates, ont conservé leur vitalité. 
Cela confirme l’opinion que dans les conditions strictement 
anaérobies de notre expérience le métabolisme des bactéries 
aérobies s’arrétait, ce qui causait lear mort. Chez les bactéries 
strictement anaérobies, le métabolisme pouvait durer, quoi- 
qu'il fat trés ralenti. C’est grace A cela, peut-étre, qu’elles 
sont restées vivantes. 

Bien que la littérature, comme nous l’avons vu, admettait 
depuis longtemps la possibilité d’une grande vitalité de cer- 
tains microbes, les données obtenues par nous présentent un 
intérét, non seulement pour la microbiologie des lacs salés, 
mais aussi pour la microbiologie générale. Cela s’explique 
d’abord parce que notre essai embrasse des groupes divers de 
microbes, et puis parce que les conditions de notre expérience 
étaient tout a fait spécifiques. Le substrat colloidal d’une com- 
position complexe (la boue) contenant environ 0,1 p. 4100 
d’hydrogéne sulfuré a l’état libre et lié, et environ 1,8 p. 100 
de sels divers, l’eau du liman de poids spécifique 3°4 Baumé, 
Vatmosphére d’acide carbonique ou d’hydrogéne : tel est le 
milieu dans lequel les microbes ci-dessus décrits ont conservé 
leur viabilité durant trente-trois ans. 


CONCLUSIONS. 


1° La boue noire du liman (lac salé) « Soukhoin » couverte 
de eau du liman, conservée pendant trente-trois ans dans 
des conditions strictement anaérobies (tubes de verre soudés, 
atmosphére d’hydrogéne ou d’acide carbonique) a été soumise 
a étude microbiologique. 


(3) Ces bactéries se rencontrent dans la boue fraiche du liman 
« Soukhoin », 
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2° On a trouvé dans 1 gramme de boue ensemencée sur g6- 
lose 4 la viande peptonée, de 300 & 400.000 bactéries dans des 
conditions aérobies, et de 64 & 74.000 bactéries dans des con. 
ditions anaérobies. 

3° 6,2 a 13,3 p. 100 seulement des hbactéries développées 
sur ce milieu dans des conditions aérobies se sont conservées 
dans la boue sous la forme de spores. 

4° Certaines observations permettent de supposer qu’A 
coté des spores et des cellules végétatives, une partie des bac- 
téries s’est conservée dans la boue sous la forme de « frag- 
ments.» ou de « débris ». 

0° A l’aide de la méthode directe microscopique on a réussi 
a déceler de 38 & 40 millions de microbes dans 1 gramme de 
boue. 

6° On a trouvé les quantités suivantes de microbes de dif- 
férents groupes physiologiques dans 1 gramme de boue 


Microbes de la putréfaction formant N.S ...... 4.000 
Microbes de la putréfaction formant NH,...... 10.000 
Microbesadedla, dénitrifticatione sm.) een es ce De 100 & 4.000 
Microbes fixateurs de l’azote, anaérobies....... De 1a10 
Microbes de la réduction des sulfates. ....... De 1.000 a 10.000 
Microbes de la décomposition de cellulose, anaérobies. De 0ai 
Microbes de la décomposition de cellulose, aérobies . De 0 a 100 


7° Les bactéries de la nitrification, les thiobactéries et sul- 
fobactéries ne se sont pas conservées dans la boue. 

&° La survie des microbes fut égale dans l’atmosphére 
d’acide carbonique et dans l’atmosphére d’hydrogéne. 
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[Chef : L. K. Vixtororr}.) 


PREMIERE PARTIE 


Propriétés biologiques des pneumocoques du groupe X, 
isolés dans les pneumonies de l’enfance. 


Nos recherches ont porté sur la virulence de différents 
types, leurs propriétés hémolytiques et biochimiques. 


TECHNIQUE. 


a) DETERMINATION DE LA VIRULENCE. — Des doses décrois- 
santes (10—1 a 10—8 cent. cubes) d’une culture de dix-huit 
heures en sérum-bouillon ont été inoculées dans le péritoine 
de souris blanches pesant 16 & 20 grammes. La plus petite 
dose de culture (en centimétres cubes), tuant la souris en 
soixante-douze heures, était considérée comme dose léthale 
minima (DLM). 


b) Pouvorrk nimotytiquE. — Les souches étudiées étaient 
ensemencées dans du sérum-bouillon additionné de 5 p. 160 
de globules rouges humains ; les cultures étaient maintenues 
pendant quatre-vingt-seize heures a ]’étuve. Les modifications 
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survenues dans les cultures ont été enregistrées quotidien- 
nement d’aprés le schéma suivant ° 

+++ hémolyse complete ; 

++ hémolyse moyenne ; 

+ trace d’hémolyse ; 

— hémolyse nulle. 


c) Proprifrés Brocuimiques (41). — Nous avons étudié l’action 
des souches fraichement isolées sur l’inuline, Ja salicine et 
la mannite. L’ensemencement était pratiqué sur le milieu de 
Hiss (4 partie de sérum de beeuf, 2 parties d’H,O dist., 
1 p. 100 d’hydrate de carbone ; la teinture de tournesol 
servait d’indicateur), cing jours d’étuve. Les résultats étaient 
enregistrés de la facon suivante 

++ coagulation du milieu et couleur rouge intense ; 

+ rouge intense sans coagulation; 

+ virage au rouge sans coagulation ; 

— réaction nulle. 


a 


VIRULENCE DE DIFFERENTS PNEUMOCOQUES DU GROUPE a 


Nous avons étudié la virulence de 452 souches de pneu- 
mocoque de races différentes. 

Les souches ont été considérées comme peu virulentes 
lorsque leur DLM était égale 4 10—1 4 10—3 cent. cube d’une 
culture de dix-huit heures en sérum-bouillon ; pour les sou- 
ches virulentes, la DLM était égale 4 10--4 4 10—© cent. cube 
de culture ; pour les souches trés virulentes, la DLM était 
égale 4 10—7 & 10—8 cent. cube de culture. 

Parmi ces souches, 17 p. 100 appartenaient & la premiére 
catégorie (peu virulente), 15 p. 100 4 la deuxiéme (virulente) 
et 38 p. 100 a la troisiéme (trés virulente) [voir fig. 4]. 

L’étude de la virulence de différentes races de pneumo- 
coques montre que la quantité de souches virulentes varie 
considérablement suivant le type. C’est ainsi que toutes les 
souches isolées par nous appartenant aux types XIV (9 sou- 
ches) et XVII (7 souches) étaient peu virulentes ou avirulentes 


(1) Pour les détails, voir L. K. Viktoroff, O. M. Zemtzova et M. H. Si- 
nouchina, Zntrbl. f. Bakt., I. Orig., 480, 1933, 24. 


BACTERIOLOGIE DES PNEUMONIES DE L’ENFANCE 461 


méme ; 88 p. 100 A 75 p. 100 des germes des races XIX, VII 
et XV étaient également d’une virulence faible ; enfin une 
quantité considérable de souches peu virulentes ont été trou- 
vées parmi les races XII, VI, X et IX (60 p. 100 & 80 p. 100). 
Par contre, les germes appartenant aux autres types ren- 
traient, dans la plupart des cas, dans la catégorie des souches 
virulentes ; ainsi, les 8 souches du type V isolées par nous 
étaient virulentes ou trés virulentes; ces derniéres constituant 
88 p. 100 4 90 p. 100 des souches appartenant aux races XX 
et VIII étaient aussi d’une grande virulence ; 78 p. 100 a 
d8 p. 100 des souches appartenant aux types XVIII, XXV, IV, 
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Fic. 41. 


XIII et XXII rentraient également dans la catégorie des 
germes virulents. 

Cooper et ses collaborateurs ont trouvé, parmi les pneu- 
mocoques isolés dans les pneumonies de l’adulte et des 
enfants, des germes trés virulents (DLM = 10—7 4 40—8 cent. 
cube) appartenant aux races IV, VIII, XXII et XXV ; les 
pneumocoques & virulence moins marquée (DLM = 10—3 a 
10—5 cent. cubes) se rencontraient parmi les types V, VI, VII, 
Rive XIX XX les races 1h X, XII, XV, XVI et__XX1 con- 
tenaient des germes A faible virulence (DLM = 10—? cent. 
cubes); enfin, parmi les autres races, les pneumocoques de 
différente virulence se rencontraient avec une égale fréquence. 
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D’aprés les données de (Gundel, les pneumocoques du 
groupe X isolés des pneumonies sont en général de virulence 
trés faible (DLM = 10—! 4 10—4 cent. cube). 

Nos observations, on le voit, confirment dans une certaine 
mesure les données des auteurs américains. Dans nos recher- 
ches, nous avons constaté que le groupe X contient des germes 
de virulence différente ; celle-ci se maintient pour chaque 
type & un degré & peu prés constant et parait avoir une pro- 
priété relativement stable. 

Les souches virulentes, isolées des crachats et conservées 
dans des conditions convenables (sérum semi-liquide, organes 
desséchés de souris infectées) et soumises a des passages 
périodiques sur la Souris, gardent durant des mois et des 
années leur virulence initiale. 

Les souches avirulentes ou a virulence faible restent telles 
malgré des passages successifs, elfectués durant une année. 
Fn général, d’aprés nos observations, on .n’arrive a 
augmenter la virulence qu’en partant de souches dont la DLM 
ne descend pas au-dessous de 10—4 cent. cube. Nos efforts 
pour augmenter la virulence des germes moins virulents sont 
restés sans succes. 


Povuvorr HEMOLYTIQUE DES PNEUMOCOQUES. 


Parmi les 42 souches de races différentes dont les pro- 
priétés hémolytiques ont été étudiées, 29 appartenaient a la 
catégorie des germes virulents et trés virulents, 13 souches 
étaient avirulentes ou peu virulentes. Or, toutes les souches 
qui présentaient des propriétés hémolytiques rentraient dans 
la catégorie des germes virulents ; aucun germe de virulence 
faible ou nulle ne provoquait l’hémolyse (tableau 4). Parmi 
les pneumocoques étudiés & pouvoir hémolytique intense, 
nous trouvons des germes du type V (2 souches sur 3 étu- 
diées), du type XX (1 souche sur 3) ; VI (1 souche parmi les 
4 examinées) et XIII (1 souche) ; 1 souche de race XVIII a 
donné une faible hémolyse (sur 2 étudiées). 

Des propriétés hémolytiques intenses des pneumocoques 
du type V ont été également remarquées par Cooper. Les bac- 
tériémies fréquentes observées dans les pneumonies occa- 
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Tasteau I. — Les propriétés hémolytiques des pneumocoques 
du groupe X. 


SOUCHES VIRULENTES SOUCHES AVIRULENTES 
TYPE Hémolyse Hémolyse 
Quantité | ——————————_| Quantité 

UE = = == 

IN 2 2 
af 18 cess eee ey 3 1 
Nee, % 4 1 3 

NAN Dee Pee Nee ceenaae 4 0 1 
NAIR ce aac eee 3 0 3 

LXer etm fare) + Jems 4 0 4 1 0 1 
ES, cheno CeCe 2 0 2 

OQ UES oe aaenas Sone 4 0 41 4 0 4 

2G US crea Aeterna 4 0 4 4 0 1 
2G WE ce n5 mee le seen foe 4 4 0 

XUN eevee) oie a ae 4 0 4 

XE eet. 1 0 4 4 0 1 

XV ease Feet: 1 0 di 

OV Teeter cee Ss cess 4 0 4 
2 NAUD Goo. 6 Valeo como 2 4 1 

DAD. is: Ee Soy hh Geeomxte 4 0 4 
NOX 6 SEUNG, Oo 3 1 2 
DOGG Goo Oath Gack e po 4 0 4 
BOUT Ee ere or Arora One 2 0 2 
DOC INE eae Ee eee etl 1 0 1 
XX: Vie pee ars ets 2 0 2 

EXOMV Sh ones eee cruises ee 4 0 1 1 0 1 

NOSNANULSE 6 oy fo gon ome 1 0 1 

29 6 23 13 0 13 


sionnées par ces germes seraient dues, d’aprés cet auteur, a 
leur grande avidité pour les globules rouges 

Le pouvoir hémolytique est sans aucun doute une propriété 
qui est intimement liée 4 la virulence du germe. En effet, les 
souches hémolytiques n’ont jamais été trouvées dans la caté- 
gorie des pneumocoques avirulents ou de faible virulence ; 
nous les avons, par contre, rencontrées le plus souvent dans 
les races présentant la plus grande quantité de souches viru- 
lentes. Toutefois, un pneumocoque virulent n’est nécessaire- 
ment pas doué de propriétés hémolytiques. Un grand 
nombre de germes trés virulents en étaient complétement 


dépourvus. 
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PROPRIETES BIOCHIMIQUES DES PNEUMOCOQUES DU GROUPE Ne 


Les recherches de Viktoroff, Zemtzova et Siniouchina sur 
Vactivité biochimique des pneumocoques (isolés par ces 
auteurs dans les pneumonies de l’adulte), ont montré que 
toutes les races (les 3 premiers types et les germes du 
groupe X (sérologiquement non dilférenciées par eux) agissent 
de la méme facon sur différents hydrates de carbone en fer- 
mentant les uns et n’attaquant pas les autres. Exception 
doit étre faite pour la mannite et la salicine ; on rencontre 
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dans chaque race des souches 4 action différente sur ces 
hydrates de carbone. C’est ainsi que parmi les 49 souches 
du groupe X, isolées des pneumonies de l’adulte, 55 p. 100 
des souches attaquaient les deux hydrates de carbone, 
16 p. 100 fermentaient la salicine et n’attaquaient pas la 
mannite ; pour 14 p. 100 c’était le contraire qu’on observait ; 
enfin, 15 p. 100 des souches étaient sans action sur les deux 
hydrates de carbone. De plus, la majorité de ces souches, 
d’aprés les données des auteurs cités, fermentaient l’inuline. 

I] était intéressant de préciser l’action des pneumovoques 
du groupe X, isolés dans les pneumonies de l’enfance sur 
Vinuline, la mannite, la salicine. 
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Dans ce travail, nous avons étudié les propriétés biochi- 
miques de 115 souches des pneumocoques du groupe X. 

Ce qui frappe avant tout (voir fig. 2), c’est la grande 
quantité de souches (23 p. 100) qui ne fermentent pas 
Vinuline. Ce chiffre présente des variations considérables 
suivant les types : les uns (X, XI, XII, XIV, XV, XVII) n’atta- 
quaient jamais l’inuline ; parmi les autres (IV, V, VII, XVII, 
VI), les germes fermentant ce sucre se rencontraient trés 
souvent (67 p. 100 4 30 p. 100). 

Quant a Jaction des pneumocoques sur la mannite 
et la salicine (voir fig. 3), nous avons constaté que la 
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plus grande partie (66 p. 100) de nos souches n’attaquaient 
pas ces hydrates de carbone, 15 p. 100 fermentaient l'un et 
Vautre, 13 p. 100 fermentaient la salicine et n’attaquaient 
pas la mannite ; pour 6 p. 100, c’était le contraire qui avait 
lieu. En étudiant séparément les germes de chaque race, nous 
avons observé que les types V, VI, VIII et X présentent la plus 
grande quantité de germes attaquant la mannite et la sali- 
cine (80 p. 100); les races IV, XV, IX, XVII et VI restent le 
plus souvent inactives par rapport a la salicine et a la 
mannite (100 p. 100 & 70 p. 100) ; les germes fermentant la 
salicine et ne fermentant pas la mannite se rencontrent de 
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préférence parmi les pneumocoques des types AIV, XX, XXII 
et XXVIIL; le contraire se voit assez souvent dans les 
races VII et X. 

En comparant les résultats de nos recherches actuelles avec 
ceux obtenus par Viktoroff, Zemtzova, Siniouchina, nous 
constatons un désaccord frappant : d’abord, la quantité de 
souches du groupe X ne fermentant pas linuline est beau- 
coup plus considérable parmi les germes isolés dans les pneu- 
monies de l’enfance que parmi celles de l’adulte ; ensuite, la 
majorité des pneumocoques du groupe X (66 p. 100) étudiés 
dans ce travail n’attaquaient ni la salicine, ni la mannite, 
tandis que les germes isolés par les auteurs cités plus haut, fer- 
mentaient les deux sucres. Hl est difficile d’expliquer cette 
discordance ; peut-étre seratt-il permis de supposer que, dans 
une certaine mesure, les propriétés biochimiques different sui- 
vant les races qui ont fait l objet du travail précédent et actuc!. 


DEUXIEME PARTIE 


Quelques observations sur la variabilité des pneumocoques. 


En étudiant la grande collection de pneumocoques que nous 
avons eus a notre disposition, nous avons constaté plusieurs 
faits ayant un grand intérét au point de vue de la variabilité 
de ces germes. 

La variabilité du pneumocoque, ses rapports avec le strep- 
tocoque vert et hémolytique, sa dissociation et le passage pos- 
sible d'une race a lautre, autant de questions qui, depuis 
longtemps, étaient lobjet d'études passionnées de plusieurs 
coque hémolytique se transformer en streplocoque vert et en- 
auteurs. 

Kruse et Pansini, en se basant sur des recherches nombreu- 
ses, ont émis l’hypothése que le pneumocoque et le strepto- 
coque appartiennent & un méme genre et que les différents 
représentants de ce genre peuvent se transformer Yun dans 
autre. D’autres auteurs ont montré que le pneumocoque peut 
se transformer im vilro aussi bien qu’im vivo en streptocoque 
vert et hémolytique. C’est ainsi que Rosenow a vu le strepto- 
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suite en pneumocoque. Celui-ci a passé finalement & l’état de 
streptocoque hémolytique. Cet auteur a obtenu ces transfor- 
mations successives par culture en symbiose avec le Bac. sub- 
filis en variant la concentration de sels la pression d’0. dans 
les milieux de culture. Neufeld, Morgenroth, Schiemann, Chris- 
tensen ont vu un pneumocoque, conservé sous le vide dans les 
organes desséchés de souris injectée, se transformer en strep- 
tocoque hémolytique. Morgenroth et ses collaborateurs ont 
également observé la transformation du pneumocoque en 
streptocoque hémolytique. Ces auteurs ont fait agir sur le 
pneumocoque la levure tuée, le noir animal et l’optochine ; 
les mémes résultats ont été obtenus aprés passage sur souris. 
Le germe a présenté des formes intermédiaires, les modifica- 
tions A et B, avant de se transformer en forme C, laquelle 
était autre chose que le streptocoque hémolytique typique. 
Kaczynski et Wolff, Hintze, Berger et Jacub ont également 
rapporté des faits analogues. 

Non moins intéressants sont les travaux concernant la disso- 
ciation du pneumocoque ; les rapports entre les formes dis- 
sociées et les polysaccharides spécifiques, la transformation 
possible d’un type en un autre ont été lobjet d'études de plu- 
sieurs auteurs. 

Stryker obtenait la forme R du germe en le cultivant sur du 
bouillon additionné de 10 p. 100 de sérum spécifique homo- 
logue ; Griffith obtenait la forme R sur de la gélose au sang 
et sur la gélose de Levinthal (au sang chauffé). Reinman, en 
inoculant au cobaye et au chien des morceaux de gélose 
avec des formes §S, isolait des formes R. Des résultats analo- 
cues ont été obtenus aprés implantation sous la peau du lapin, 
de tubes bouchés au collodion contenant des formes S. Wad- 
sworth et Sickless ont trouvé des formes R typiques dans 
les valvulites bourgeonnantes du coeur de chevaux morts a 
la suite de immunisation avec des pneumocoques virulents. 
Dawson et Avery ont réussi & transformer la forme R en 
forme S en ensemencant la forme R dans un bouillon addi- 
tionné de sérum anti-S. Griffith a inoculé sous Ja peau des 
souris des germes vivants du pneumocoque avirulent R mé- 
langés A une culture du pneumocoque 5, tuée par chautlage 
A 60°-80°. Il a isolé de ces souris des formes 5 trés virulentes. 
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D’autres auteurs ont également observé in vilro et in vivo 
la transformation d’un type de pneumocoque en un autre. 
Ainsi, Silberstein, en étudiant la variabilité des pneumoco- 
ques, a vu un pneumocoque du groupe X se transformer en un 
pneumocoque du type I. Berger et Engelman, en faisant agir 
la levure tuée et l’optochine sur un pneumocoque du type ULI, 
lont transformé en un pneumocoque du type If. Wolff a vu 
un pneumocoque du type I se transformer dans l’organisme 
d’une souris immune en pneumocoque du type Il. Griffiith, en 
introduisant, sous la peau des souris, un mélange de culture 
vivante de forme R et d’un vaccin pneumovoccique de type 
hétérologue, obtenait réguli¢rement le passage d’un_ type 
donné de pneumocoque en un autre. Dawson, en appliquant 
la méme technique aux expériences i vilro, a obtenu des 
résultats analogues & ceux de Griffith. 

Les recherches sur la variabilité et la dissociation des pneu- 
mocoques ont été effectuées soit m vitro, soit dans les. expé- 
riences m vivo ; les observations sur la variabilité de ces ger- 
mes dans lorganisme humain sont peu nombreuses. C’est 
ainsi que Berger et Engelmann ont isolé des crachats d’un 
pheumonique, un pneumocoque qui a donné deux variantes 
un streptocoque vert et un streptocoque hémolytique; ce der- 
nier est repassé a |’état de pneumocoque. Paul a isolé des cra- 
chats une souche de forme R ; de méme Amzel a trouvé quel- 
quefois cette forme dans le pus pleural des pneumonies traitées 
par lVoptochine. Viktoroff, Zemtzova et Ettinger ont montré 
que les pneumocoques de 3 premiers types isolés de piéces 
d’autopsie des adultes ayant succombé a la pneumonie fran- 
che, perdent parfois leur faculté de s’agglutiner. D’autre part, 
Viktoroff, Zemtzova et Mazel ont isolé du sang de pneumoni- 
ques, au Moment ou un peu avant la crise, une variété voisine 
du streptocoque vert, un Streptococcus viridans vrai, en méme 
temps que des pneumocoques typiques. Ces auteurs considé- 
rent ces variétés atypiques comme résultant de la dissociation 
due a l’action des anticorps spécifiques circulant dans le sang. 
Enfin, Viktoroff, Dombrovskaia et Jeroféeff ont montré, par 
des recherches bactériologiques multiples effectuées sur les 
pneumonies des enfants, que les pneumocoques peuvent se 
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transformer dans l’organisme humain non seulement en strep- 
tocoque vert, mais aussi en streptocoque hémolytique. 

Passons maintenant aux constatations que nous avons faites 
sur la variabilité des pneumocoques au cours de ce travail. 
Ces données nous ayant paru intéressantes, nous nous permet- 
tons de citer les protocoles les plus démonstratifs. 


PREMIER CAs. — Il s’agit d’un pneumocoque ayant perdu ses pro- 
priétés agglutinantes, aprés conservation prolongée & la glaciére, sur 
sérum semi-liquide. 

25 au 29 janvier 1934. Une souris infectée avec des crachats du ma- 
lade J... (protocole N° 6). On isole du sang de l’animal un pneumoco- 
que de type XXVII, de virulence moyenne (DLM = 10— + cent. cube de 
culture). La premiére culture, aussi bien que les cultures-filles 
obtenues par ensemencement d’une seule colonie, agglutinant avec 
le sérum XXVIII. La souche est repiquée sur sérum semi-liquide et 
conservée a la glaciére. 

26 au 28 janvier 1935. — Identification du type et détermination de 
la virulence de la culture conservée, aprés repiquage mensuel sur milieu 
semi-liquide neuf. La virulence n’a pas changé, mais le pneumocoque 
n’est plus agglutiné par aucun des 31 sérums spécifiques. 


DEuxiiME cas. — Transformation d’un pneumocoque de type Ul en 
variété VIII. Conservation sur sérum semi-liquide a la glaciére. 

19 au 23 avril 1935. Infection de la souris avec les crachats du ma- 
lade B... (protocole N° 133). Un pneumocoque trés virulent, type HI 
(DLM = 10— & cent. cube de culture) est isolé du sang du coeur. Il pré- 
sentait sur la gélose au sang des colonies muqueuses typiques. Conser- 
vation au sérum semi-liquide. 

14 au 17 mai 1935. La culture ne donne plus les colonies muqueuses 
caractéristiques, n’est plus agglutinée par le sérum type III, mais agglu- 
tine bien avec le sérum du type VIII; sa virulence est tombée 
a DLM = 10—# cent. cube de culture. 


TroisiiME cas. — Transformation du pneumocoque type XIX en 
type VIII ; conservation dans les organes desséchés de la souris dans 
le vide. 

20 au 22 novembre 1934. Souris inoculée avec les crachats du 
malade B... (protocole n° 64). Isolement d’un pneumocoque trés 
virulent (DLM = 10—7 cent. cube de culture) de type XIX. La souche 
est conservée sur sérum semi-liquide ; les organes desséchés de la 
souris sont gardés dans une cleche a vide. 

9 au 11 janvier 1935. La souche conservée sur sérum semi-liquide 
garde son type sérologique et sa haute virulence. 

2 au 9 novembre 1935. Une souris est infectée avec le coeur desséché 
de V’animal ayant succombé le 21 novembre 1934. Mort le cinquiéme 


jour. Isolement d’un pneumocoque peu virulent (DLM = 10—? cent. 
cube de culture) de type VII. 
QuatRibmEe cas. — Transformation d’un pneumocoque non aggluti- 


nable en pneumocoque de type VI et XV. Conservation sur sérum semi- 
liquide @ la glaciére et dans les organes desséchés dans le vide. 
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22 au 30 novembre 1934. Une souris est infectée avec un petil mor- 
ceau de poumon du malade B... (protocole n° 64, voir cas 3). L’animal 
succombe te quatriéme jour ; on isole du sang un pneumocoque peu 
virulent (DLM = 10—}! cent. cube de culture) qui n’est agglutiné par 
aucun des sérums qui étaient 4 notre disposition. 

Conservation & la glaciére sur sérum-liquide. Les organes sont 
desséchés et conservés dans le vide. 

9 au 15 janvier 1935. Passage sur souris de la souche conservée sur 
sérum semi-liquide. L’animal succombe le troisitme jour. De nouveau, 
on isole un pneumocoque de faible virulence (DLM = 10—-? cent. cube 
de culture) qui n’agglutine pas. 

17 au 22 février 1935. Une souris est infectée avec le coeur desséché 
de l’animal mort le 25 janvier 1935. Elle succombe vingt-quatre heures 
apres. On isole un pneumocoque trés virulent (DLM = 10—- * cent. cube 
de culture) de type VI. Le germe est conservé comme d’habitude 
(sérum semi-liquide, organes desséchés). 

9 au 13 mai 1935. Analyse sérologique de la souche isolée le 12 jan- 
vier 1935 et conservée sur sérum semi-liquide : ce pneumocoque nest 
toujours pas agglutiné par aucun de nos sérums ; il reste peu virulent 
(DLM = 10— ! cent. cube de culture). 

Par contre, la virulence de la culture du 18 février 1935 reste trés 
haute (DLM = 10— ® cent. cube de culture); le germe est, comme dans 
l’épreuve précédente, agglutiné par le sérum anti-VI. 

16 au 22 mars 1936. On procéde de nouveau a lidentification de la 
souche du 18 février 1935, repiquée chaque mois sur sérum et con- 
servée A la glaciére. La culture n’agglutine plus par le sérum 
anti-VI, mais donne une agglutination nette avee le sérum anti-XV ; 
sa virulence est faible (DLM = 10—? cent. cube de culture). 


Dans ce cas, on le voit, nous avons rencontré un pneumo- 
coque non agglutinable, peu virulent ; conservé dans des 
organes desséchés de la souris, il s’est transformé en pneu- 
mocoque trés virulent du type VI ; le méme germe conservé 
sur milieu semi-liquide s’est transformé eu un pneumocoque 
peu virulent du type XV. I] faut encore noter que dans les 
cas 3 et 4 il s’agissait des pneumocoques isolés de produits dif- 
férents (crachats et poumons) d’un méme malade, ce qui 
montre la grande variabilité du germe. 


CInQUIEME CAs. — Transformation d’un pneumocoque de type VII 
en pneumocoque III, aprés passage sur souris. 

22 au 27 novembre 1934. Les crachats du malade A... (protocole n° 67) 
sont inoculés 4 une souris. Isolement d’un pneumocoque VII trés 
virulent (DLM = 10—7 cent. cube de culture). Conservation de la 
souche sur milieu semi-liquide dans la glaciére. 

19 au 28 février 1935. Identification du type et détermination de la 
virulence de la culture, mise a la conservation le 23 février 1934 et 
repiquage chaque mois sur sérum semi-liquide. La culture continue 
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a étre agglutinée par le sérum anti-VIT et garde sa haute virulence. 
On inocule une souris avec cette culture. Le pneumocoque isolé tue la 
souris 4 la dose de 10—8 cent. cubes de culture, et donne sur la gélose 
au sang des colonies muqueuses non agglutinées par le sérum anti-VII, 
mais présentant une agglutination des plus nettes avec le sérum 
anti-IIT. La souche isolée est ensemencée sur sérum semi-liquide et 
conservée a la glaciére. 

25 au 28 mai 1935. Identification du type et détermination de la 
virulence de la souche, mise en conservation le 27 mai 1935. Le pneu- 
mocoque, repiqué chaque mois, garde sa haute virulence et continue 
a étre agglutiné par le sérum anti-III. 


Srxtkme cas. — Transformation en streptocoque hémolylique d’un 
pneumocoque de type IV, conservé longtemps dans les organes dessé- 
chés de souris dans le vide. 

13 au 16 avril 1934. Les crachats du malade B... (protocole n® 35) ont 
été inoculés 4 une souris. Isolement d’un pneumocoque de type IV. 
Les organes de la souris ont été desséchés et conservés dans le vide. 

3 au 6 février 1935. Une souris est infectée avec le coeur de |’animal 
mort le 15 avril 1934. On a isolé du sang une culture pure d’un strep- 
tocoque hémolytique. La culture en bouillon tombe au fond du tube 
et présente, sur les frottis, de longues chainettes. 


SEPTIEME CAS. Transformation d’un pneumocoque de type XVIII 
en streptocoque hémolytique par passage sur souris. 

21 au 26 janvier 1934. Souris infectée avec les crachats du 
malade B... (protocole n° 4). Isolement d’un pneumocoque virulent 
(DLM = 10—® cent. cube de culture) de type XVIII. La culture est 


gardée a la glaciére. 

4 au 7 mai 1936. Des passages périodiques sur souris avec repiquages 
consécutifs sur milieu semi-liquide ont été effectués tous les mois 
pendant deux ans et quatre mois. La souche agglutine trés bien avec 
le sérum anti-XVIII. Deux souris sont inoculées avec des doses 
10— ® cent. cube et 10— ® cent. cube de culture. L’ensemencement du 


sang de 2 souris a donné une culture pure de streptocoque hémoly- 
tique, tombani au fond du tube et présentant de longues chainettes 


sur les frottis. 


Les résultats que nous venons de relater et qui confirment 
les données des autres auteurs, permettent de conclure a la 
grande variabilité du pneumocoque. Ce germe peut présenter 
in vitro, aussi bien qu’in vivo, des variations consistant dans 
la perte de ses propriétés agglutinantes, dans la transforma- 
tion d’un type en un autre, dans augmentation et la dimi- 
nution de la virulence et dans la transformation du pneumo- 


coque hémolytique. 
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Résumé. 


1° Les recherches sur les propriétés biologiques des pneu- 
mocoques du groupe X, isolés dans les pneumonies de 
Venfance, ont donné les résultats suivants 


A. ErubE DE LA VIRULENCE. — a) Parmi les 152 souches de 
pneumocoques de races différentes, 47 p. 100 étaient peu viru- 
lentes (DLM = 10—1 a4 10—8 cent. cubes de culture), 15 p. 100 
entraient dans la catégorie des souches virulentes (DLM 
= 10—2 4 10—6 cent. cubes de culture) et 38 p. 100 étaient 
de virulence trés grande (DLM = 10—7 4 10—8 cent. cnbes de 
culture). 

b) La répartition des souches de différente virulence parmi 
les différentes races est sujette & variations : toutefois, les 
types AIV, XVII, XIX, VII et XV sont le plus souvent de faible 
virulence ; les pneumocoques des types V, XX, VIII, XVIII 
et XXV sont les plus virulents ; les autres types présentent 
des germes de virulence différente. 

c) Le degré de virulence propre & chaque type de pneumo- 
coque semble é¢tre constant et relativement stable : les sou- 
ches, trés virulentes, gardent leur virulence des mois et des 
années lorsqu’elles sont conservées dans des conditions con- 
venables et périodiquement passées sur souris ; il est tres dif- 
ficile d’augmenter la virulence des souches peu virulentes. 


B. ErupE pu pouvoir wéMoLytiguE. — a) Nous avons étudié 
les propriétés hémolytiques de 42 souches de races et viru- 
lences différentes. 

b) Les souches hémolytiques se rencontrent le plus souvent 
dans les races V, VI, XX et XIII. 

c) Le pouvoir hémolytique des pneumocoques parait étre 


hé a sa virulence, mais il ne l’accompagne pas nécessai- 
rement. 


C. ETUDE DES PROPRIETES BIOCHIMIQUES. — a) 115 souches ont 
été étudiées au point de vue de leur action sur V’inuline, la 
salicine et la mannite. 
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b) 23 p. 100 des souches étudiées n’attaquent pas l’inuline, 
66 p. 100 ne fermentent ni la salicine ni la mannite, 
15 p. 100 des souches fermentent l’une et l’autre, 13 p. 160 
fermentent la salicine et n’attaquent pas la mannite et pour 
6 p. 100 des souches, c’est le contraire qui a lieu. 

c) La fréquence avec laquelle on rencontre des souches 
fermentant ou non les sucres peut varier dans chaque race. 

2° Nos recherches prolongées sur les pneumocoques mis en 
conservation dans différentes conditions et soumis & des pas- 
sages périodiques sur souris ont permis de constater certains 
faits parlant en faveur de la variabilité considérable de ces 
germes : telles sont la transformation d’un type en un autre, 
l’augmentation ou la diminution de la virulence et la trans- 
formation des pneumocoques en streptocoques hémolytiques. 
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MODIFICATIONS HISTOLOGIQUES, CAUSEES 
CHEZ LE COBAYE SAIN 
ET CHEZ LE COBAYE TUBERCULEUX 
PAR DES INJECTIONS D'EXTRAIT ACETONIQUE 
DE BACILLES DE KOCH 


par L.-P.-H.-J. pp VINK et J.-H. ren THUJE. 


On sait que A. Boquet et L. Négre ont montré, dés 1924, 
que les substances ciro-graisseuses, extraites du  bacille de 
hoch par Vacétone, ont un pouvoir activant sur la tuberculose 
des animaux d’expérience auxquels on les injecte. D’aprés 
L. Négre et J. Valtis, les injections d’extrait acétonique de 
bacilles tuberculeux seraient capables d’augmenter @ tel point 
la virulence des filtrats tuberculeux dans l’organisme des 
cobayes inoculés avec ces filtrats, qu'on peut se dis- 
penser d’elfectuer des passages de cobaye & cobaye pour la 
mise en évidence des éléments filtrables du bacille tuber- 
culeux. 

Kn étudiant la littérature sur ce sujet, nous avons été frappés 
par le peu d’attention, vouée par les différents auteurs aux 
lésions anatomo-pathologiques, dues aux injections d’extrait 
acétonique de bacilles de Koch. I] nous a paru indispensable, 
pour une meilleure compréhension du probléme, de rechercher 
la nature éventuelle de ces lésions. Notre tache a été grande- 
ment facilitée par la bienveillance de notre collégue F. van 
Deinse, de 1’Institut Pasteur, qui a bien voulu mettre & notre 
disposition les quantités d’extrait acétonique nécessaires A ces 
recherches, et que nous tenons a remercier ici. 

Dans l’extrait acétonique, se trouvent, d’un cété, les sub- 
stances ciro-graisseuses du bacille tuberculeux ; d’autre part, 
des débris de bacilles morts. Notre premier but a 
été de rechercher Jlaction de Jlextrait total. Des  ex- 
périences ultérieures devront mettre en évidence une 
action éventuelle des débris_ bacillaires seuls. Il sera 
également nécessaire de faire l’analyse biochimique pré- 


INJECTIONS D’EXTRAIT ACETONIQUE DE BACILLES DE KOCH LT 


be 
vu 


cise des substances extraites par lacétone. Nous ci- 
terons seulement ici les recherches de Sabin, Doan et 
Forkner, qui ont observé la formation de cellules épithélioides 
et de cellules géantes du type Langhans sous l’influence des 
fractions lipoidiques (phosphatides) du bacille tuberculeux. 


PREMIERE SERIE D’EXPERIENCES. 


6 cobayes normaux recurent pendant quatre mois des injections 
bi-hebdomadaires d’extrait acétonique total par voie sous-cutanée 
a laine gauche (1 cent. cube par injection). Ces quatre mois de trai- 
tement terminés, les 6 cobayes furent sacrifiés, et leurs organes ino- 
culés 4 10 cobayes neufs, soumis & leur tour au traitement par l’extrait 
acétonique pendant huit A douze semaines. 


Les intradermo-réactions 4 la tuberculine diluée et au 
filtrat chauffé de cultures jeunes de bacilles de Koch, répétées 
plusieurs fois, sont toujours restées négatives. Dans les frottis 
des ganglions sous-lombaires de 3 de ces cobayes, nous trou- 
vames des débris acido-résistants provenant de l’extrait acé- 
tonique, sous forme de granules et de bacilles courts. On 
trouve presque toujours de linfiltration au point des injec- 
tions d’extrait ; quelquefois, cette infiltration est en voie de 
résorption ; dans ce cas, il y a de la prolifération tantot dif- 
fuse, tant6t circonscrite de tissu conjonctif. Le ganglion 
inguinal satellite était toujours tuméfié, jusqu’a atteindre les 
dimensions d’un haricot. 

Le ganglion sous-lombaire, du cété oti ont été elfectuées les 
injections d’extrait acétonique, est toujours tuméfié. Ces gan- 
elions tuméfiés ont une consistance élastique, ils ne sont ni 
durcis ni caséeux. La rate n’est jamais hypertrophiée ; mais 
le dessin des follicules est bien accentué. Aucune Iésion du 
foie visible & l’ceil nu. Par contre, les poumons présentent 
réguliérement de petits foyers sous-miliaires bien limités, 
d’aspect mat. Aucun de ces foyers n’est caséeux. Les gan- 
glions trachéo-bronchiques ont des dimensions variables, 
allant de celles d’une téte d’allumette jusqu’é celle dun 
erain d’avoine. L’examen microscopique de ces organes nous 
a permis de déceler des modifications histologiques qu’on ne 
trouve pas chez des cobayes normaux non traités, vivant dans 
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les mémes conditions. On trouve trés souvent, chez le cobaye 
normal, une infiltration périvasculaire a petites cellules dans 
les poumons, et, A certains endroits, de tout petits foyers com- 
posés de polyblastes et de lymphocytes dans les cloisons 
interalvéolaires. Or, chez les cobayes traités par l’extrait acé- 
tonique, il y a un grossissement frappant des cloisons interal- 
véolaires. A cdté des cellules qu’on y trouve normalement, 
or. voit des polyblastes, des lymphocytes, ainsi que des cellules 
ayant un protoplasme coloré de rouge et un grand noyau, 
pauyre en chromatine, et d’aspect gonflé. Ce noyau est tantot 
rond ou ovale, tantot comme étiré en longueur, et ressemble 
a celui d’une cellule épithélioide. Dans plusieurs coupes des 
poumons on trouve des plages d’infiltration de forme irré- 
euliére (fig. 1), dans lesquelles on peut encore distinguer 
quelquefois la structure alvéolaire, et qui contiennent, a cdté 
des cellules normales, des histiocytes, des lymphocytes, des 
polynucléaires, mais surtout des cellules déja mentionnées, 
3’ noyau pauvre en chromatine. Chez certains animaux, ces 
plages contiennent des cellules géantes & dix noyaux ou au- 
dessus (fig. 1 et 2). Ces cellules se distinguent des cellules 
eéantes du type Langhans parce que leurs noyaux ne sont 
pas situés 4 la périphérie, et qu’ils sont plus volumineux et 
moins riches en chromatine que les noyaux des cellules de 
Langhans. L’examen histologique du foie ne révéle aucune 
modification chez la plupart des animaux. Seuls, les noyaux 
des cellules de Kupffer se montrent un peu plus accentués de 
temps en temps, sans qu’on puisse parler d’une réaction 
nette du systéme réticulo-endothélial. Chez un seul animal, 
nous avons trouvé des foyers miliaires dans le foie, contenant 
des cellules hépatiques en état de dégénérescence, et méme 
de nécrobiose, avec caryorrhexie & peu prés totale, alors que 
les restes de protoplasme prenaient une couleur plus foncée 
et confluaient. A la périphérie de ces foyers, nous trouvames 
une prolifération de cellules étoilées de Kupffer, qui présen- 
taient beaucoup de formes intermédiaires, et ressemblaient 
quelquefois aux cellules sus-mentionnées 4 noyau pauvre en 
chromatine. Nous n’avons vu cette prolifération qu’aux 
environs immédiats des foyers en question. 
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Fic. 14. — Photographie 4 faible grossissement (65 fois) dune des plages infil- 
tralives qu’on trouve dans les poumons des cobayes neufs, traités par l’extrait 
acétonique. 


i = 


hie a grossi y rtie de la plage 
;, 2, — Photographie 4 plus fort grossissement d'une par g 
eta par i figure 1 (400 fois). On voit trés bien les cellules géantes. 
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Quant aux modifications histologiques de la rate, elles 
consistent chez beaucoup d’animaux en la présence d'une 
bande albumineuse d’une largeur constante et d’une couleur 
uniforme, autour des follicules, dont les dimensions sont 
variables (fig. 3). Dans ces bandes, on voit différents noyaux, 
dont certains sont pauvres en chromatine, d'autres allongés 
et pycnotiques; jamais on n’y trouve des lymphocytes net- 
tement caractérisés (fig. 4). Une seule fois, les colorations 
appropriées permirent de constater la présence d’amyloide 
dans ces bandes. La pulpe de la rate contient & peu prés cons- 
tamment de trés nombreuses cellules & noyau volumineux, 
ovale, pauvre en chromatine. 

Nous avons déja dit plus haut que les frottis des ganglions 
sous-lombaires peuvent contenir des éléments acido-résistants. 
Nous n’avons jamais réussi 4 trouver de ces éléments dans les 
coupes des différents organes, colorées au Ziehl., Nous avons 
pu mettre en évidence de petits granules de pigment dans la 
rate, mais ceux-ci n’étaient pas acido-résistants. 

Voyons maintenant quelles sont les lésions anatomo-patho- 
logiques provoquées chez le cobaye tuberculeux par les injec- 
tions d’extrait acétonique. 


10 cobayes neufs furent tuberculisés par l’inoculation de 0 milligr. O1 
de. bacilles tuberculeux du type humain a l’aine gauche. 5 parmi eux 
recurent pendant sept semaines des injections bi-hebdomadaires sous- 
cutanées de 1 cent. cube d’extrait acétonique de bacilles de Koch 4a l’aine 
gauche. Tous les animaux furent sacrifiés sept semaines aprés l’inocu- 
lation virulente. 


i centre caséeux et d’aspect mat, dont les dimensions varient 

Tous ces animaux ont été réguhérement éprouvés a la tuber- 
culine. Les premiéres intradermo-réactions positives se pro- 
duisirent chez 3 cobayes traités et chez 1 cobaye non traité. 
Les intradermo-réactions, réguliérement répétées, étaient en 
cénéral plus fortement positives chez les animaux traités que 
chez les non traités. A l’autopsie, tous les cobayes ont des 
ganglions inguinaux tuméfiés du cété gauche ; mais chez ceux 
qui ont subi le traitement par lextrait acétonique, il y a une 
forte infiltration périglandulaire, qui fait défaut chez les non 
traités. La rate des animaux traités contient plusieurs foyers 
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Fic. 3. — Rate d'un cobaye, traité pendant quatre mois par des injections 
d’extrait acétonique de bacille de Koch. On voit les bandes typiques autour 
des follicules (grossissement 65 fois). 


Fic. 4. — Pulpe de la méme rate (grossissement 400 fois). 
On voit des cellules & noyau pauvre en chromatine. 


j, 
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de celles d’une téte d’épingle a celles d’un pois. Le foie con- 
tient des tubercules sous-miliaires chez 3 animaux traités. 
Les lésions tuberculeuses des ganglions lombaires et rétropé- 
ritonéaux sont beaucoup plus avancées chez les cobayes traités 
que chez les non traités. Les poumons des animaux traités pré- 
sentent des foyers sous-miliaires, d’aspect mat, qui n’ont pas, 
a examen microscopique, la constitution de tubercules. Nous 
croyons devoir attribuer ces modifications & Vaction des injec- 
tions d’extrait acétonique. L’examen histologique de la rate 
révéle chez les animaux traités l’existence d’une tuberculose 
diffuse, alors que chez les non traités il n’y a que quelques 
rares tubercules isolés. 

Il résulte de nos expériences : 

1° Que lextrait acétonique de bacilles de Koch, tel qu’il est 
préparé a l'Institut Pasteur, ne contient pas de bacilles tuber- 
culeux vivants ; . 

2° Que les injections de cet extrait provoquent chez 
le cobaye neuf une réaction tissulaire dans différents organes. 
Le systéme réticulo-endothélial de la rate réagit de facon toute 
particuliére. A quelques exceptions prés, aucune réaction 
microscopique ne se produit dans le foie. Dans le poumon, on 
trouve un épaississement des cloisons interalvéolaires avec 
prolifération des cellules du mésenchyme et des plages proli- 
fératives disséminées. Dans le poumon et la rate, on constate 
Ja formation de cellules spéciales A protoplasme coloré de 
rouge et a noyau volumineux, en ballon, pauvre en chro- 
matine, de forme ronde, ovale ou allongée. Plusieurs fois, on 
a trouvé des cellules géantes d’un type différent de celui de 
Langhans, dont les noyaux ne se trouvaient pas a la péri- 
phérie, mais répartis de maniére diffuse & travers le proto- 
plasme, qui, lui, est souvent coloré de rouge dans les parties 


qui entourent les noyaux. Le nombre de ces noyaux dépasse 
généralement 10 par cellule ; 


; 
3° Que nos expériences confirment celles de A. Boquet et 

L. Négre, d’aprés lesquelles les injections d’extrait acétonique 

de bacilles de Koch activent les processus de tuberculose expé- 

rimentale. 

Le Gérant : G. Masson. 


Paris. — A. MARETHEUX et L. Pacrat, imp., 1, rue Cassette, Paris. — 1937. 


